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La presente invention concerne un precede de preparation du 1,3- 
propanediol a partir d'une substance carbonee, ledit precede comportant une 
etape de culture d'un micro-organisme recombinant non producteur de coenzyme 
B12 en I'absence d'ajout de coenzyme B12 ou de Tun de ses precurseurs. 
5 L'invention concerne aussi un acide nucleique codant pour une glycerol 

deshydratase dont I'activite catalytique est independante de la presence de 
coenzyme B12 ou de Tun de ses precurseurs ainsi qu'un acide nucleique codant 
une 1,3-propanol deshydrogenase intervenant dans la synthese du 1,3- 
propanediol. 

10 L'invention est egalement relative a des vecteurs et cellules botes 

recombinants comprenant de tels acides nucleiques ainsi qu'aux polypeptides 
codes par ces derniers. 

Le 1,3-propanediol est un compose d'un grand interet industriel. 
principalement mis en oeuvre dans Tindustrie des detergents et dans celle des 

15 polymeres. 

Ainsi, le 1,3-propanediol est utilise dans les lessives liquides en tant 
qu*agent stabilisant des lipases, amylases et proteases ainsi que comme 
« adoucissant protecteur » dans les detergents liquides pour lavage a la main de 
la vaisselle. 

20 Par ailleurs, le 1,3-propanediol est utilise de maniere croissante dans 

rindustrie des polymeres, plus particulierement en tant que monomere de 
synthese de polyesters, polyethers, ou polyurethanes. 

Actuellement, la production de 1,3-propanediol est realisee 
principalement par synthese chimique par hydratation (en milieu acide) d'acroleine 

25 en 3-hydroxypropionaldehyde, lequel est ensuite reduit par hydrogenation 
catalytique en 1,3-propanediol. 

Un tel procede est couteux et met en oeuvre un produit toxique, 
Tacroleine, De plus, cette synthese est peu selective et genere un grand nombre 
de composes secondaires non utilisables. 

30 Une autre voie de synthese consiste en Thydrocarbonylation d'oxyde 

d*ethylene par le monoxyde de carbone et Thydrogene sous haute pression en 
presence de catalyseurs et solvants. 

Une telle reaction produit un dioxane qui est ensuite hydrogene en 1,3- 
propanediol. Ce second procede de synthese chimique est egalement tres 

35 couteux. 
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Depuis quelques annees, une alternative a la production de 1,3- 
propanediol par synthese chimique a fait I'objet de differents travaux: il s^agit de la 
bioconversion du glycerol en 1,3-propanediol par certaines souches bacteriennes 
telles que Citrobacter, Clostridium, Enterobacten Klebsiella, Lactobacillus et 
5 Pelobacten 

En particulier, la conversion du glycerol en 1,3-propanediol chez les 
bacteries anaerobies facultatives telles que les bacteries du genre Klebsiella, du 
genre Citrobacter ou encore Enterobacter agglomerans a ete etudlee. 

Ainsi, des essais de clonage des genes codant pour des enzymes 
10 responsables de la conversion du glycerol en 1,3-propanediol ont-ils ete tentes a 
partir de la bacterie Klebsiella pneumoniae. 

Plus particulierement, le clonage des genes codant pour deux enzymes a 
ete recherche, respectivement une glycerol deshydratase qui catalyse la 
conversion du glycerol en 3-hydroxypropionaldehyde, et une 1.3-propanediol 
15 d6shydrogenase qui catalyse la conversion du glycerol en 3- 
hydroxypropionaldehyde en 1,3-propanediol. 

Les brevets US 5,633,362 et 5,821,092 decrivent le clonage d'un 
fragment genomique d'environ 35 kb de la bacterie Klebsiella pneumoniae, ledit 
fragment d'ADN contenant une sequence codant pour une diol deshydratase 
20 active. Un tel fragment genomique a ete obtenu par criblage de plusieurs banques 
de cosmides des especes bacteriennes Klebsiella pneumoniae et Klebsiella 
aerogenes, 

II est decrit dans ces brevets que des souches de E. Coli DH5a ont ete 
transformees avec ces cosmides et les bacteries transformantes criblees pour leur 
25 capacite a convertir le glycerol en 1,3-propanediol. Une faible production de 1.3- 
propanediol a ete observee chez certains clones de bacteries transformantes. II 
en a ete deduit que la diol deshydratase codee par les cosmides s6lectionnes 
pourrait etre responsable de la conversion du glycerol en 1.3-propanediol 
observee. 

30 Neanmoins. la production de 1,3-propanediol par les souches de E. coli 

DH5a transformiees par les cosmides selectionnes necessitait obligatoirement la 
presence de vitamine B12 ou de Tun de ses precurseurs dans le milieu de culture 
bacterien. 
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De plus, la duree de fermentation necessaire a la detection d'une 
production de 1 .3-propanediol etait tres longue (de 78 a 132 heures) et le niveau 
de production du 1 , 3-propanediol tres faible. 

Le brevet US N°5,686,276 au nonn de DU PONT DE NEMOURS & 
5 COMPANY decrit un precede permettant la bioconversion du D-glucose en 1,3- 
propanediol par une souche de E.coli transformee par de I'ADN de cosmide 
originaire de Klebsiella pneumoniae, A nouveau, la production de 1 , 3-propanediol 
necessite I'utilisation de milieux de culture adaptes aux cellules de E, coli 
transformee par un cosmide de Klebsiella pneumoniae contenant de la vitamine 
10 B12. par exemple a la concentration de 800pg/mL 

Les niveaux de production de 1, 3-propanediol observes etaient tres 
faibles, de Tordre de 0.5 g/l a 10 g/l. 

La presence de vitamine B12 dans le milieu de culture des cellules 
transformees avec TADN de Klebsiella pneumoniae des brevets US cites ci- 
15 dessus est obligatoire du fait que le coenzyme B12 est un cofacteur necessaire a 
Tactivite catalytique de la glycerol deshydratase de Klebsiella pneumoniae . 

Le coenzyme 812, ou Tun quelconque de ces precurseurs, tel que la 
vitamine 812, est un compose excessivement couteux et peu stable, ce qui rend 
difficile, voire impossible, la transposition a I'echelle industrielle des precedes de 
20 conversion du glucose ou du glycerol en 1, 3-propanediol par fermentation 
bacterienne a I'aide de telles souches. 

En outre, le coenzyme 812 et ses precurseurs traversent difficilement les 
parois membranaires de certains micro-organismes, telles que les levures, ce qui 
necessite la presence de tres hautes concentrations de ces composes dans le 
25 milieu de culture afin qu'ils soient accessibles aux enzymes intracellulaires dont le 
coenzyme 812 est le cofacteur. 

Par ailleurs, une alternative qui consisterait a introduire I'ADN codant 
pour les glycerol deshydratases connues, intervenant dans la conversion du 
glycerol en 1, 3-propanediol, dans des bacteries synthetisant la vitamine 812 se 
30 heurterait a des obstacles techniques considerables. 

En effet. seules certaines esp6ces bacteriennes synthetisent 
naturellement la vitamine 812, telles que les bacteries Pseudomonas ou encore 
les propionibacteries, dont la genetique est tres peu connue et qui sont done peu 
aptes a subir des modifications genetiques. 
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D'autres bacteries synthetisant naturellement la vitamine B12, dont la 
genetique est mieux connue, telle que Klebsiella pneumoniae, presentent 
d'importants problemes de toxicite, ce qui les rend peu aptes a une utilisation 
dans rindustrie. 

5 Outre ce premier desavantage, seule une faible production de 1,3- 

propanediol a pu etre obtenue apres transfornnation de Klebsiella pneumoniae, 
Ainsi, la demande PCT N°WO 98/21 339 decrit des Klebsiella pneumoniae 
recombinantes exprimant a la fois les genes de metabolisation du glucose en 
glycerol et les genes de rnetabolisation du glycerol en 1,3-propanediol. La 
10 production de 1,3-propanediol observee a partir de glucose etait faible, de I'ordre 
de 10g par litre. 

Les obstacles techniques a la nnise au point d'un precede de 

bioconversion d'une substance carbonee en 1,3-propanediol mentionnes ci- 

dessus, ont ete surmontes par Tinvention. 
15 Le demandeur a en effet isole et caracterise un acide nucl6ique qui code 

pour une glycerol deshydratase dont Tactivite catalytique est independante de la 

presence de coenzyme B12 ou de I'un quelconque de ces precurseurs. 

Les genes codant pour la glycerol deshydratase independante du 

coenzyme B12 ont ete isoles par le demandeur a partir du genome de la bacteria 
20 Clostridium butyncum VPI 1718. lis cedent pour une proteine dimerique constltuee 

de deux sous-unites proteiques, respectivement les polypeptides ORF11 et 

ORF12. 

II a ete montre selon invention que les sequences codant pour les 
polypeptides ORF11 et ORF12 sont localisees sur un operon unique dans le 
25 genome de Clostridium butyncum, ledit operon comprenant egalement, en aval de 
la sequence nucleique codant pour la sous-unite ORF12, une region codant pour 
une 1,3-propanediol deshydrogenase. 

L'operon selon Tinvention comprend, de Textremite 5' vers Textremite 3, 
un promoteur de la transcription , la sequence orf11 codant pour ORF11, la 
30 premiere sous-unite de la glycerol deshydratase independante du coenzyme 812, 
la sequence orf12, codant pour ORF12, la seconde sous-unite de la glycerol 
deshydratase et une sequence dtiaT, codant pour une nouvelle 1,3-propanediol 
deshydrogenase (DHAT). 

Ainsi, les sequences nucleiques codant pour les deux sous-unites 
35 proteiques de la glycerol deshydratase et pour la 1,3-propanediol deshydrogenase 
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font partie d'un operon unique, les trois sequences codantes etant co-regulees par 
une sequence promotrice unique situee du cote 5' de la sequence codant pour la 
sous-unite ORF11, 

II a en outre ete montre selon I'invention que la transformation d'un hote 
5 cellulaire bacterien avec une sequence comprenant les regions codant 
respectivennent pour ORF11, ORF12 et DHAT etait de nature a conferer a Thote 
cellulaire transforme la capacite de produire le 1 ,3-propanediol a partir du glucose 
ou du glycerol en Tabsence du coenzyme B12 ou de Tun quelconque de ses 
precurseurs. lorsque ces sequences sont placees sous le controle d'un promoteur 

10 approprie. fonctionnel dans Thote cellulaire dans lequel {'expression de ces 
sequences est recherchee. 

Le demandeur a egalement montre que la transformation d'un hote 
cellulaire bacterien produisant naturellement le 1,3-propanediol par les sequences 
codant pour les deux sous-unites de la glycerol deshydratase selon invention 

15 etait de nature a induire une augmentation significative de la production de 
propanediol chez les hotes bacteriens recombinants obtenus . 

L'invention a done pour objet un precede de preparation du 1,3- 
propanediol a partir d'une substance carbonee, ledit precede comportant au 
moins une etape de culture d'un micro-organisme recombinant dans lequel a ete 

20 integre au moins un acide nucleique codant pour les deux sous-unites d'une 
glycerol deshydratase dont I'activite catalytique est independante de la presence 
de coenzyme B12 ou Tun de ses precurseurs. 

Avantageusement, la glycerol deshydratase dont Tactivite catalytique est 
independante de la presence du coenzyme B12 provient de la bacterie 

25 Clostridium butyricum. 

De maniere preferentielle, la glycerol deshydratase independante du 
coenzyme B12 est une proteine dimerique composee d'un premier polypeptide 
ayant au moins 50% d'identite en aminoacides avec le polypeptide de sequence 
SEQ ID N°6 et d'un second polypeptide ayant au moins 50% d'identite en 

30 aminoacides avec le polypeptide de sequence SEQ ID N°7. De maniere tout a fait 
avantageuse, la glycerol deshydratase independante du coenzyme B12 est 
composee d'un premier et d'un second polypeptide ayant au moins 60%, 65%, 
70%. 80%. 85%. 90%. 95% ou encore 99% d'identite en aminoacides avec 
respectivement le polypeptide de sequence SEQ ID N**6 et le polypeptide de 

35 sequence SEQ ID N°7. 
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Le « pourcentage d'identite » de nucleotides ou d'acides amines entre 
deux sequences, au sens de la presente invention, peut etre determine en 
comparant deux sequences aiignees de maniere optimale, a travers une fenetre 
de comparaison. 

5 La partie de la sequence nucleotidique ou peptidique dans la fenetre de 

comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des deletions (par exemple 
des « gaps ») par rapport a la sequence de reference (qui ne comprend pas ces 
additions ou ces deletions) de maniere a obtenir un alignement optimal des deux 
sequences. 

10 Le pourcentage d'identite est calcule en determinant le nombre de 

positions auxquelles une base nucleique ou un acide amine identique est observe 
pour les deux sequences comparees, puis en divisant le nombre de positions 
auxquelles il y a identite entre les deux bases ou les deux acides amines, par le 
nombre total de positions dans la fenetre de comparaison, puis en multipliant le 

15 resultat par cent afin d'obtenir le pourcentage d'identite de sequences. 

Ualignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre 
realise de maniere informatique a I'aide d'algorithmes connus (par exemple le 
logiciel FASTA de la Societe WISCONSIN GENETICS SOFTWARE PACKAGE, 
GENETICS COMPUTER GROUP (GCG), 575 Science Doctor, Madison, 

20 WISCONSIN). 

A titre d'illustration, le pourcentage d'identite de sequence pourra etre 
calcule a I'aide du logiciel precite FASTA, en utilisant exclusivement les 
parametres par defaut. 

Les differences en acides amines que peut comprendre un polypeptide 

25 selon rinvention par rapport a la sequence en acides amines de reference, telle 
que definie dans le listage de sequences presente a la fin de la presente 
description, peut resulter en des substitutions, deletions ou additions d'un ou 
plusieurs acides amines consecutifs ou non. 

Selon un autre aspect du precede selon invention, le micro-organisme 

30 recombinant comprend en outre un acide nucleique codant une 1,3-propanediol 
deshydrogenase, de preference une 1.3-propanediol deshydrogenase de 
Clostridium butyricum, 

De maniere preferee, la 1,3-propanediol deshydrogenase est un 
polypeptide ayant au moins 80% d'identite en aminoacides avec le polypeptide de 

35 sequence SEQ ID N^'S . 
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De maniere tout a fait avantageuse, Tinvention concerne aussi un 
polypeptide ayant au moins 85%, 90%, 95% ou 99% d'identite en aminoacides 
avec le polypeptide de sequence SEQ ID N^'S. 

Une caracteristique essentielle du procede selon invention est que 
5 I'etape de culture du nnicro-organisme recombinant est effectuee en Tabsence de 
coenzyme B12 ou de i'un de ses precurseurs. 

Selon encore un autre aspect, le procede est en outre caracterise en ce 
que la source carbonee est choisie parmi les osides et les polyols. 

Uoside peut etre par exemple le glucose. 
10 Le polyol peut etre par exemple le glycerol. 

Preferentiellement, ie procede selon Tinvention est mis en oeuvre avec 
un micro-organisme choisi parmi les micro-organ ismes ne produisant pas 
naturellement le coenzyme B12 ou Tun de ses precurseurs. 

Un tel micro-organisme peut etre une bacterie appartenant au genre 
15 Clostridium ou Escherichia. 

II peut s'agir egalement d'une levure de Tespece Saccharomyces 
cerevisiae. 

Selon un mode de realisation particulier, le procede est en outre 
caracterise en ce que le micro-organisme recombinant comprend egalement des 
20. acides nucleiques codant respectivement une glycerol-3-phosphate 
deshydrogenase et une glycerol-3-phosphatase, auquel cas ie micro-organisme 
recombinant est capable de convertir a haut rendement une source carbonee telle 
que le glucose en 1 ,3-propanediol . 

^invention a en outre pour objet un acide nucleique comprenant tout ou 
25 partie d'un polynucleotide codant pour au moins une sous-unite d'une glycerol 
deshydratase dont Tactivite catalytique est independante de la presence de 
coenzyme B12 ou de Tun de ses precurseurs. 

De preference, un acide nucleique selon invention se presente sous une 
forme purifiee ou isolee. 
30 Un tel polynucleotide aura preferentiellement au moins 50% d'identite en 

nucleotides avec le polynucleotide de sequences SEQ ID N°1 ou SEQ ID N°2. 

Un polynucleotide de sequence complementaire aux polynucleotides de 
sequences SEQ ID N°1 ou SEQ ID N°2 constitue egalement un objet de 
invention. 



Font egalement partie de I'invention des acides nucleiques comprenant 
tout ou partie d'un polynucleotide possedant au moins 60%, 65%, 70%, 75%, 
85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,5% ou encore 99,8% d'identite en nucleotides 
avec la sequence nucleotidique de Tun quelconque des acides nucleiques dont 
5 les sequences sont definies dans la presente description, ou un acide nucleique 
de sequence complementaire. 

Le terme « isole » au sens de la presente invention designe un materiel 
biologique qui a ete soustrait a son environnement originel (renvironnement dans 
lequel il est localise naturellement). 
10 Par exemple. un polynucleotide present a Tetat nature! dans une plante 

ou un animal n'est pas isole. 

Le meme polynucleotide separe des acides nucleiques adjacents au sein 
desquels 1! est naturellement insere dans le g6nome de la plante ou de Tanimal 
est Isole. 

15 Un tel polynucleotide peut etre Indus dans un vecteur et/ou un tel 

polynucleotide peut etre Indus dans une composition at demeurer neanmoins a 
Tetat isole du fait que le vecteur ou la composition ne constitue pas son 
environnement naturel. 

Le terme « purifie » ne hecessite pas que le materiel soit present sous 

20 une forme de purete absolue, exclusif de la presence d'autres composes. II s*agit 
plutot d'une definition relative. 

Un polynucleotide est a I'etat purifie apres purification du materiel de 
depart ou du materiel naturel d'au moins un ordre de grandeur, de preference 
deux ou trois et preferentiellement quatre ou cinq ordres de grandeur. 

25 Aux fins de la presente description, I'expression « sequence 

nucleotique » peut etre employee pour designer indifferemment un polynucleotide 
ou un acide nucleique. L'expression « sequence nucleotidique » englobe le 
materiel genetique lui-meme et n'est done pas restreinte a Tinformation 
concernant sa sequence. 

30 L'invention est egalement relative a un acide nucleique codant pour les 

deux sous-unites proteiques de la glycerol deshydratase independante du 
coenzyme B12 de Clostridium butyricum, 

Preferentiellement. un tel acide nucleique est caracterise en ce qu'il 
comprend un premier polynucleotide ayant au moins 50% d'identite en 

35 nucleotides avec le polynucleotide de sequence SEQ ID N°1 et un second 
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polynucleotide ayant au moins 50% d'identite en nucleotides avec le 
polynucleotide de sequence SEQ ID N'*2. 

Selon un mode de realisation particulier, un tel acide nucleique codant 
pour les deux sous-unites proteiques de la glycerol deshydratase independante 

5 du coenzyme B12 comprendra en outre une sequence a fonction de promoteur, 
fonctionnelle dans la cellule hote dans laquelle I'expression des polynucleotides 
codant pour les deux sous-unites de cette enzyme est recherchee. 

Une telle sequence nucleotidique promotrice de la transcription peut etre 
la sequence promotrice SEQ ID N°3 ou une sequence ayant au moins 80% 

10 d'identite en nucleotides avec cette derniere. 

^invention a egalement pour objet un acide nucleique a fonction de 
promoteur bacterien, notamment chez Clostridium butyricum, comprenant un 
polynucleotide ayant au moins 80% d'identite en nucleotides avec la sequence 
SEQ ID N°3. ou un polynucleotide de sequence complementaire. 

15 Comme deja mentionne plus haut, une organisation en operon unique 

permet, chez la bacterie Clostridium butyricum, la synthese d*un produit de 
transcription (ARN messager) comprenant a la fois les sequences codant pour les 
deux sous-unites proteiques de la glycerol deshydratase independante du 
coenzyme B12, qui catalyse ja transformation du glycerol en 3- 

20 hydroxypropionaldehyde (3-HPA) et la 1 ,3-propanediol deshydrogenase (DHAT) 
qui catalyse la transformation du 3-HPA en 1 ,3-propanediol. 

^invention concerne done egalement un acide nucleique comprenant 
tout ou partie d'un polynucleotide codant une 1,3-propanediol deshydrogenase 
ayant au moins 80% d'identite en nucleotides avec le polynucleotide de sequence 

25 SEQ ID NM, ou un polynucleotide sequence complementaire. 

Dans un mode de realisation particulier d'un acide nucleique purifie ou 
isole selon invention, il peut etre avantageux de pouvoir inclure dans une meme 
sequence les acides nucleiques codant respectivement pour les deux sous-unites 
proteiques de la glycerol deshydrogenase et pour la 1,3-propanediol 

30 deshydrogenase. un tel acide nucleique codant alors pour les deux enzymes 
susceptibles de catalyser la totalite des etapes de bioconversion du glycerol en 
1.3-propanediol. 

En consequence, invention est egalement relative a un acide nucleique 
comprenant. de Textremite 5' vers Textremite 3': 



a) un premier acide nucleique caracterise en ce qu'ii comprend un 
premier polynucleotide ayant au moins 50% didentite en nucleotides avec le 
polynucleotide de sequence SEQ ID N°1 et un second polynucleotide ayant au 
moins 50% d'identite en nucleotides avec le polynucleotide de sequence SEQ ID 

5 N°2; 

b) un second acide nucleique comprenant un polynucleotide codant une 
1,3-propanediol deshydrogenase ayant au moins 80% d'identite en nucleotides 
avec le polynucleotide de sequence SEQ ID N°4 . 

Les sequences nucleotidiques codant respectivement pour la glycerol 
10 deshydratase et la 1,3-propanediol deshydrogenase de Tacide nucleique ci- 
dessus decrit, pourront en outre etre avantageusement placees sous le controle 
d'une sequence promotrice appropriee, telle que la sequence SEQ ID N^'S ou de 
toute autre sequence promotrice fonctionnelle dans la cellule hote dans laquelle 
leur expression est recherchee. 
15 Un acide nucleique repondant a la definition ci-dessus est par exemple le 

polynucleotide de sequence SEQ ID N°5 ou encore un polynucleotide ayant au 
moins 50% d'identite en nucleotides avec le polynucleotide de sequence SEQ ID 
N°5. 

Uacide nucleique de sequence SEQ ID N'*5 comprend les elements 
20 fonctionnels caracteristiques suivants: 

a) un terminateur de transcription d'une region codante localisee en 
amont de I'operon 1 ,3-propanediol dans le genome de Clostridium butyricum. , 

Ce motif terminateur de transcription possede une structure en epingle a 
25 cheveux centre sur le nucleotide en position 27 de la sequence SEQ ID N°5 (AG = 
- 25,2 kcal/mol) qui comprend une tige 19 pb, les deux brins de la tige etant 
constitues respectivement des nucleotides en positions 5 a 23 et des nucleotides 
en positions 30 a 48 de la sequence SEQ ID N^'S, la boucle de la structure en 
epingle a cheveux etant constitute par les nucleotides en positions 24 a 29 de la 
30 sequence SEQ ID N^'S. 

Ce motif terminateur de transcription est suivi de la sequence ATTTT. 
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b) Promoteur de Toperon 1,3-propanediol. 

Le promoteur de Toperon 1,3-propanediol est localise du nucleotide en 
position 100 au nucleotide en position 200 de la sequence SEQ ID N**5. 



1 1 



Ce promoteur comprend une boTte (-35) de sequence TAGATA localisee 
du nucleotide en position- 142 au nucleotide en position 147 de la sequence SEQ 
ID N°5. Ce promoteur comprend egalement une boTte (-10) de sequence TATTAT 
localisee du nucleotide en position 164 au nucleotide en position 169 de la 
5 sequence SEQ ID N°5, la distance entre les boTtes -35 et les boTtes -10 etant de 
16 pb. 

c) orfU (sequence codant pour la premiere sous-unite de la glycerol 
deshydrogenase. 

10 II s'agit d'une phase de lecture ouverte unique de 2.361 pb codant pour 

le polypeptide ORF11 de 787 acides amines de sequence SEQ ID N'^e. 

Le codon d'initiation ATG est localise du nucleotide en position 313 au 
nucleotide en position 315 de la sequence SEQ ID N°5. Le cadre ouvert de 
lecture se termine par un codon stop de sequence TAA localisee du nucleotide en 
15 position 2674 au nucleotide en position 2676 de la sequence SEQ ID N**5. 

En outre, un site de fixation au ribosome de sequence GAGGAG 
precede le codon d'initiation et est localise du nucleotide en position 302 au 
nucleotide en position 307 de la sequence SEQ ID N^'S. 

20 d) OAf72 (sequence codant pour la seconde sous-unite de la glycerol 

deshydrogenase). II s'agit d'un cadre de lecture ouvert unique de 912 pb codant 
pour un polypeptide de 304 acides amines de sequence SEQ ID N°7. Le codon 
d'initiation de sequence ATG est localise du nucleotide en position 2704 au 
nucleotide en position 2706 de la sequence SEQ ID N°5. Le cadre de lecture 

25 ouvert s'acheve par un codon stop de sequence TAA localisee entre les 
nucleotides en position 3616 et le nucleotide en position 3618 de la sequence 
SEQ ID N°5. 

En outre, un site de fixation du ribosome de sequence AAGGGGA 
30 precede le codon d'initiation et est localise du nucleotide en position 2689 au 
nucleotide en position 2695 de la sequence SEQ ID N°5. 
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e) d/7af (sequence codant pour la 1.3-propanediol deshydrogenase) . 
II s'agit d'une phase de lecture ouverte unique de 1155 pb codant pour 
un polypeptide de 385 acides amines de sequence SEQ ID N°8. 
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Le codon d'initiation de sequence ATG est localise du nucleotide en 
position 3678 au nucleotide en position 3680 de la sequence SEQ ID N°5 

La phase de lecture ouverte se ternnine par un codon stop de sequence 
TAA localise du nucleotide en position 4833 au nucleotide en position 4835 de la 
5 sequence SEQ ID N°5. 

En outre, un site de fixation du ribosome de sequence AGGAGA precede 
le codon d'initiation et est localise du nucleotide en position 3663 au nucleotide en 
position 3668 de la sequence SEQ ID N°5. 

10 f) Terminateur de transcription de Toperon 1 ,3-propanediol. 

Le terminateur de transcription de I'operon 1,3-propanediol possede une 
structure en epingle a cheveux centree sur le nucleotide en position 4933 de la 
sequence SEQ ID N°5 (AG = -27,4 kcal/mol) et comprend une tige de 22 pb 
15 constitute respectivement des nucleotides localises en positions 4909 a 4930 de 
la sequence SEQ ID N°5 et des nucleotides localises de la position 4936 a 4957 
de la sequence SEQ ID N°5. 

La boucle de Tepingle a cheveux est constitute de la sequence allant du 
nucleotide en position 4931 au nucleotide en position 4935 de la sequence SEQ 
20 ID N°5. 

La structure en epingle a cheveux est suivie de la sequence 
TATTTTAATT. 

Chacune des sequences fonctionnelles comprise dans Toperon 1,3- 
propanediol de sequence SEQ ID N°5, tel que decrit ci-dessus, peut etre mise en 
25 oeuvre individuellement, par exemple par insertion dans un vecteur de clonage 
et/ou d'expression, qu'il s'agisse de Tune des regions codant pour un polypeptide 
de ['invention ou encore d'une region regulatrice (promoteur ou terminateur de 
transcription). 

De telles sequences nucleotldiques d'interet peuvent etre obtenues selon 
30 des techniques bien connues de Thomme du metier telles que Tutilisation 
d'enzymes de restriction, dont Tutilisation est decrite en detail dans Touvrage de 
SAMBROOK et ai. (1989) ou encore par amplification selective de la sequence 
cible d'interet, par exemple par PGR. 
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Font egalement partie de Tinvention les acides nucleiques hybridant, 
dans des conditions d'hybridation de forte stringence, avec un acide nucleique 
choisi parmi les sequences nucleotidiques SEQ ID N°1 a SEQ ID N^'S. 

Par « conditions d'hybridation de forte stringence » au sens de la 
5 presente invention, on entend les conditions d'hybridation suivantes: 

- prehybridation des filtres pendant 8 heures a 65°C dans un tannpon 
compose de 6 x SSC, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA. 0,02% PVP, 0.02% 
FICOLL, 0,02% SAB et 500 pg/ml d'ADN de sperme de saumon denature; 

10 

- hybridation des filtres pendant 48 heures a 65°C en presence de 
tampon 1 x SSC correspondant a 0,15 M de NaCI et 0,05 M de citrate de sodium; 

- trois lavages des filtres dans une solution contenant un tampon 2 x 
15 SSC et 0,1% SPS a 68^C pendant 15\ 

Les conditions de forte stringence definies ci-dessus sont adaptees a 
rhybridation d'une molecule d'acide nucleique d'une longueur de 20 nucleotides. 

II va sans dire que ces conditions d'hybridation doivent etre adaptees en 
20 fonction de la longueur de Tacide nucleique dont I'hybridation est recherchee, 
selon des techniques bien connues de I'homme du metier. 

Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple etre 
adaptees selon Tenseignement contenu dans I'ouvrage de HAMES & HIGGINS 
(1 985) ou encore dans I'ouvrage de SAMBROOK et al; (1 989). 
25 Font egalement partie de invention les acides nucleiques comprenant 

au moins 20 nucleotides consecutifs d'un polynucleotide choisi parmi les 
sequences nucleotidiques SEQ ID N°1 a SEQ ID N'^5. 

De tels acides nucleiques comprennent avantageusement 20, 25, 30, 35, 
30 40, 50, 100, 150, 200 a 250, 300, 400, 500 nucleotides consecutifs d'un 
polynucleotide choisi parmi les sequences nucleotidiques SEQ ID W^ a SEQ ID 
N*^5. 

De tels acides nucleiques peuvent comprendre par exemple 20, 25, 30, 
35. 40. 50, 100, 150. 200. 250. 300. 400 ou 500 nucleotides consecutifs d'un 
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polynucleotide choisi parmi les sequences nucleotidiques SEQ ID N°1 a SEQ ID 
N°5. 

De tels acides nucleiques peuvent etre notamment utiles en tant que 
sondes ou amorces nucleotidiques afin de detecter la presence de I'une 
5 quelconque des sequences nucleotidiques de SEQ ID N°1 a SEQ ID N°5 dans un 
echantillon: 

De telles sondes ou amorces nucleotidiques peuvent etre notamment 
utiles afin de mesurer ('expression de Tun quelconque des produits de 
transcription des regions codantes orf11, orf12 ou dhat selon des techniques bien 
10 connues de I'homme du metier. 

Afin d'ameliorer encore la capacite des hotes cellulaires transformes 
avec un acide nucleique selon invention a produire le 1,3 propanediol a partir de 
glucose, un tel hote cellulaire recombinant pourra en outre §tre transforme avec 
un ou plusieurs genes codant pour une ou plusieurs enzymes aptes a catalyser la 
15 transformation du glucose en glycerol. 

Un couple d'enzymes capable d'effectuer la transformation du glucose 
en glycerol est par exemple une glycerol-3-phosphate deshydrogenase et une 
glyc6rol-3-phosphatase. 

Ainsi, un acide nucleique selon ('invention pourra comprendre, outre les 
20 sequences codant respectivement pour la glycerol deshydratase independante du 
coenzyme B12 et la 1,3-propanediol deshydrogenase (dhaT), un troisieme acide 
nucleique codant pour une glycerol-3-phosphate deshydrogenase et un quatrieme 
acide nucleique codant pour une glycerol-3-phosphatase. 

Pourront etre employes en particulier un acide nucleique codant pour la 
25 gpd1 gIycerol-3-phosphate deshydrogenase et un quatrieme acide nucleique 
codant pour la gpp2 glycerol-3-phosphatase. 

La gpd1 est par exemple decrite par LARSSON et al. (1993). Mol. 
Microbiol., 10, 1101-1111. 
30 La gpd2 est par exemple decrite par HIRAYAMA et aL (1995). Mol. Gen, 

Genet. 249. 127-138. 

Selon encore un autre aspect. Tinvention concerne un vecteur 
recombinant de clonage et/ou d'expression comprenant un acide nucleique 
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codant pour une glycerol deshydratase independante du coenzyme B12 ou une 
1 ,3-propanediol deshydrogenase salon I'invention. 

Un tel vecteur reconnbinant comprendra avantageusemeht une sequence 
promotrice , constitutive ou inductible, capable de diriger I'expression de la 
5 glycerol deshydratase independante du coenzyme B12 et/ou de la 1,3- 
propanediol deshydrogenase et un terminateur de transcription Rho-independant. 

II peut s'agir par exemple d'un vecteur navette capable de se repliquer 
dans differents botes cellulaires. 

Un premier vecteur recombinant prefere selon invention est le plasmide 
10 pSPD5 contenu dans la souche de Escherichia coli deposee a la Collection 
National de Cultures de Microorganismes (CNCM) le 24 Juin 1999 sous le n** 
d'acces 1-2243. 

D'autres vecteurs preferes selon Tinvention sont par exemple les 

suivants: 

15 

• les vecteurs pTPG(-) et pOPG representes aux figures 3 et 4. 

• Les vecteurs pSGD et pPPF2 representes aux figures 5 et 6; 

20 • des vecteurs possedant le replicon du pCB101, tel que le vecteur 

pCTC511 (WILLIAMS et al., 1990) ou encore le vecteur pSYSL2 (LEE et al. 
1992). 

• un vecteur navette portant le replicon pAMp1 & Enterococus faecalis 
25 DS-5, tel que le vecteur pCTC41 (WILLIAMS etal., 1990); 

• les vecteurs navettes E.coli B. Subtilis/C, acetobutylicum designes 
pKNTII etpKNT14(TRUFFAUTetal.. 1989); 

30 L'invention concerne egalement une cellule hote recombinante 

comprenant un acide nucleique ou un vecteur recombinant selon invention. 

Une telle cellule hote recombinante comprend avantageusement un 
acide nucleique codant pour la glycerol deshydratase independante du coenzyme 
812 ou encore un vecteur contenant un tel acide nucleique. 
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De preference, une telle cellule bote recombinante comprendra un acide 
nucleique codant a la fois pour les deux sous-unites proteiques de la glycerol 
deshydratase independante du coenzyme B12 ainsi que pour la DHAT. 

II peut s'agir indifferemment d'une bacterie, d'un champignon ou d'une 

5 levure. 

Une cellule bote recombinante bacterienne sera choisie 
preferentiellement parmi Escherichia coli, Clostridium ou encore Bacillus, 
lactobacillus et lactococcus. 

Une cellule de levure recombinante selon Tinvention sera 
10 preferentiellement de la souche Saccharomyces cerevisiae, 

Une cellule bote recombinante preferee selon Tinvention est la soucbe 
de Escherichia coli deposee a la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes (CNCM) le 24 Juin 1999 sous le n** d'acces 1-2243. 

L'invention a egalement pour objet les polypeptides constituant 
15 respectivement Tune et Tautre des deux sous-unites proteiques constitutives de la 
glycerol desbydratase dimerique independante du coenzyme B12 selon 
rinvention. 

De preference, un polypeptide selon rinvention se presente sous une 
forme isolee ou purifiee. 

20 L'invention se rapporte egalement a un polypeptide constituant I'enzyme 

1,3-propanediol desbydrogenase de Clostridium butyricum. 

Plus particulierement, invention a trait a un polypeptide comprenant tout 
ou partie d'une sequence d'acides amines ayant au moins 50% d'identite en 
acides amines avec la sequence SEQ ID N^G ou SEQ ID N°7. 

25 L'invention concerne egalement une proteine dimerique compose d'un 

premier polypeptide ayant au moins 50% d'identite en aminoacides avec le 
polypeptide de sequence SEQ ID N°6 et d'un second polypeptide ayant au moins 
50% d'identite en aminoacides avec le polypeptide de sequence SEQ ID N°7. 

De maniere tout a fait preferee. un tel polypeptide presente une activite 

30 catalytique glycerol desbydratase ne necessitant pas la presence du coenzyme 
B12, une telle activite catalytique pouvant etre mesuree conformement aux 
exemples. 

Un autre objet de invention consiste en un polypeptide comprenant tout 
ou partie d'une sequence d'acides amines ayant au moins 80% d'identite en 
35 acides amines avec la sequence SEQ ID N°8. 
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De maniere tout a fait preferee, un tel polypeptide presente une activite 
catalytique de 1,3-propanediol deshydrogenase. 

L'invention est egalement relative a un precede de production d'un 
polypeptide selon l'invention. caracterise en ce qu1l conriprend les etapes 
5 suivantes: 

a) preparation d'un vecteur d'expression recombinant selon l'invention; 

b) introduction du vecteur d'expression recombinant de I'etape a) dans 
une cellule hote appropriee; 

10 c) culture de la cellule hote recombinante de I'etape b) dans un milieu de 

culture approprie; 

d) recuperation du polypeptide recombinant produit dans le surnageant 
de culture ou dans le lysat cellulaire; 

e) le cas ech^ant, purification du polypeptide recuper^. 

15 

Les polypeptides selon invention peuvent etre purifies par exemple par 
passage sur une colonne de chromatographie d*affinite ^ ions nickel ou cuivre. 

Ces polypeptides peuvent en outre etre caracterises par leur activite 
enzymatique glycerol deshydratase ou 1,3-propanediol deshydrogenase, comme 
20 indique dans les exemples. 

Les polypeptides selon l'invention peuvent aussi etre purifies par 
exemple par chromatographique liquide a haute performance tels que des 
chromatographies HPLC en phase inverse et/ou d'echange cationique. 

Font egalement partie de l'invention les polypeptides comprenant des 
25 modifications d'acides amines aliant de 1, 2, 3 , 4, 5, 10 a 20 substitutions, 
additions ou deletions d'un acide amine par rapport a la sequence de I'une ou 
I'autre des deux sous-unites proteiques de la glycerol deshydratase independante 
du coenzyme B12 ou de la 1,3-propanediol deshydrogenase . 

De maniere tout a fait preferee, les modifications d'acides amines dans 
30 un polypeptide de Tinvention, par rapport aux polypeptides de reference, 
ninduiront pas de changement important de leur activite biologique. Ainsi, les 
modifications dans la sequence d'acides amines des sous-unites proteiques de la 
glycerol deshydratase independante du coenzyme B12 selon invention seront 
tels que Tactivite catalytique sera au moins egale a 50% de Tactivite catalytique 
35 initiale et sera de preference amelioree par rapport a Tactivite catalytique initiale. 
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II en est de meme pour les modifications d'acides amines dans la 
sequence proteique de la 1v3-propanedio! deshydrogenase selon I'lnvention. 

L*un quelconque des polypeptides selon {'invention ou encore un 
fragment peptidique de celui-ci peuvent etre utilises pour la preparation 
5 d'anticorps diriges specifiquement contre ce dernier. 

Constitue egalement un objet de I'invention un polypeptide comprenant 
au moins 20 acides amines consecutifs d'une sequence d'acides amines choisie 
parmi les sequences SEQ ID N°6 a SEQ ID N^8. 

Avantageusement, un tel polypeptide comprendra de 20, 25, 30, 35, 40, 
10 45. 50, 75 a 100, 125, 150 ou 200 acides amines consecutifs d'un polypeptide 
choisi parmi les sequences SEQ ID N°6 a SEQ ID N^8. 

Preferentiellement, un tel polypeptide comprendra 20, 25, 30, 35, 40, 45, 
50, 60. 70. 80. 90, 100. 125, 150, 175, 200. 250 ou 300 acides amines 
consecutifs d'un polypeptide choisi parmi les sequences d'acides amines SEQ ID 
15 N°6 a SEQ ID N°8. 

De tels anticorps specifiques peuvent etre utilises dans des tests 
d'immunodetection permettant de determiner la presence d'une glycerol 
deshydratase independante du coenzyme B12 ou d'une 1 ,3-propanediol 
deshydrogenase dans un echantillon. 
20 Un tel test d'immunodetection represente une alternative a la 

determination de I'activite glycerol deshydratase ou 1,3-propanedioI 
deshydrogenase dans un echantillon suspecte de contenir ces enzymes. 

Par « anticorps » au sens de I'invention, on entendra les anticorps 
polyclonaux mais aussi des anticorps monoclonaux tels que prepares a partir 
25 d'hybridomes selon la technique decrite par KOHLER & MILSTEIN (1975). 

Constituent egalement des anticorps au sens de la presente invention, 
des fragments d'anticorps (Fab', F(ab')2 ainsi que des fragments d'anticorps 
simple chame Fv (brevet US N°4.946.778; MARTINEAU et al.. (1998)) ou encore 
des anticorps humanises (REINWIANN et al. , 1997; LEGER et al. 1997). 
30 L'invention sera en outre illustree, sans pour autant etre limitee, par les 

figures et les exemples suivants. 

La figure 1 represente un schema de la voie metabolique de 
bioconversion du glycerol en 1,3-propanediol chez la bacterie Clostridium 
35 butyricum. 



19 



La figure 2 illustre la construction du vecteur pSPD5 . 

La figure 3 illustre la construction du vecteur pTPG (-). 

La figure 4 illustre la construction du vecteur pOPG. 

La figure 5 illustre la construction du vecteur pSGD. 

La figure 6 illustre la construction du vecteur pPPD2. 

La figure 7 illustre la production de 1,3-propanediol a partir du glycerol 
par la souche de Clostridium acetobutylicum DG1 (pSPD5). 

La figure 8 illustre la production de 1,3-propanediol a partir du glycerol 
par la souche de E. coli DH5a transformee par le vecteur pSPD5 et cultivee en 
anaerobiose. 

La figure 9 illustre la production de 1,3-propanediol a partir du glycerol 
par la souche non recombinee de Clostridium butyricum VPI 1718. 

La figure 10 illustre la production de 1,3-propanediol a partir de glucose 
par la souche de C-acetobutylicum DG1 [pSPD5]. 
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MATERIELS ET METHODES. 

1. CULTURE DES SOUCHES 

5 1. Souche utilisee 

La souche de Clostridium butyricum a partir de laquelle ont ete isolees et 
caracterisees les differentes sequences d'iacides nucleiques selon Tinvention est 
la souche VPI 1718. 

10 La souche de Clostridium acetobutylicum utilisee pour la transformation 

avec les differents vecteurs decrits dans les exemples est la souche disponible a 
TAmerican Type Culture Collection sous le n'^ATCC 824. 

La souche de Escherichia coli DH5a utilisee pour la transfection avec les 
differents plasmides decrits dans les exemples est la souche disponible a LIFE 

15 TECHNOLOGIES Inc. 

2. Les plasmides. 

Le plasmide pUC18, d'une taille de 2,7kb est decrit par YANNISCH- 
20 PERRON etal. (1985). 

Le plasmide pIMPI, d'une taille de 4,9 kb est decrit par MERMELSTEIN 

(1992). 

Le plasmide pSOS95, d'une taille de 7 kb est decrit par SOUCAILLE et 
PAPOUTSAKIS (1996). 

25 

3. Milieux et conditions de culture 

Pour la culture de la souche d'Escherichia coli, le milieu LB (decrit dans 
SAMBROOK et a!.. 1989) est supplements avec des antibiotiques (ampicilline a 
30 100 pg/ml. erythromycine a 300 pg/ml, chloramphenicol a 35 pg/ml). 

Les cultures des souches Clostridium, en particulier des souches de 
Clostridium butyricum ou des souches de Clostridium acetobutylicum DGI 
transformees par le vecteur pSPD5 ont ete realisees dans le milieu suivant. dont 
la composition est donnee pour 1 litre de milieu de culture: 
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extrait de levure 



4g 

60g 
0.5g 
0,5g 
0,2g 
1,5g 

10 mg 



5 



glycerol 

KH2PO4 

K2HPO4 

MgS04 

NH4CI 

FeS04 

biotine 



0,04 mg 
8 mg 



acide paraaminobenzoYque 
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Le pH est ajuste a 6 par addition d'ammonium et la temperature de 
croissance est de 37°C. 

La clarithromycine est ajoutee a une concentration de 40 mg/l pour la 
culture de la souche C. acetobutylicum D61 (pSPP5). 



20 butyrate, lactate, 1,3-propanediol) sont doses par chromatographie liquide a haute 
performance (CLHP). 

L'appareil CLHP (pompe modele 5810, Waters) est muni d'un passeur 
automatique (SP 8775, Spectra Physic.) possedant une boucle d'injection de 20 
pi, d'un integrateur (Intersmat ICR 1B, Shimadzu) et d'un refractometre (HP 

25 1047A). 

La separation est obtenue par passage sur une colonne a exclusion 
d'ions (Aminex R HPX-87H, 300 mm x 7,8 mm, Biorad) equipee d'une precolonne 
(Micro-Guard, Biorad) garnie de la meme resine ionique H**". 



30 flux est de 0,7 ml par minute et la separation est realisee a temperature ambiante. 
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IL TECHNIQUES ANALYTIQUES : 

1. Dosage des substrats et des produits. 



L'ensemble des substrats (glucose et glycerol) et des produits (acetate, 



La phase mobile est constitute par de Tacide sulfurique a 0,031 mM, le 
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2. Dosage des activites. 

a) Dosage de la 1,3-propanediol deshydrogenase. 

5 Le dosage de la 1,3-propanediol deshydrogenase a ete realise dans un 

volume de 1 ml du milieu reactionnel suivant: 



1,3-propanediol 100 mM 

NAD^ 2mM 

DTT 2 mM 

10 (NH4)2S04 30 mM 
K2CO3IOO mM 



extrait cellulaire: essais sur 5 pi, 10 50 pi 
H2O complete a 1 ml 

La reduction du NAD* est suivie par la mesure de la densite optique a la 
15 longueur d'onde de 340 nanometres. 

Le coefficient d'extinction 8(NADH) est de 6,22 mM"^ x cm"\ 

b) Dosage de ia glycerol deshydratase 

20 Le dosage de la glycerol deshydratase est realise sur un extrait cellulaire 

prealablement passe sur une colonne de desalage. Ce dosage est realise dans 
un volume 1 ml du milieu reactionnel suivant: 

KCI 0,05 M 

25 1,2-propanediol 0,06 M 

tampon KPO4 pH7 0,035 M 

extrait cellulaire essai sur 5 pi, 10 pi, 20 pi, 30 pi. 
H2O complete a 1 ml 

30 La reaction est arretee apres 10 minutes a 37 ''C a Taide de 1 ml de 

tampon citrate a 100 mM pH 3.6 et 500 pi de MBTH a 0.1%. 

Apres 15 minutes a 37°C, 1 ml d'eau est ajoute et le taux de 
propionaldehyde forme est determine par mesure de la densite optique a la 
longueur d'onde de 305 nanometres. 



23 



Le coefficient d'extinction molaire pour le produit forme est de 13,3 x 10^ 
M'^ X cm'V 

c) Mesure de la biomasse 

5 

La croissance bacterienne est suivie par la mesure, dans des fractions 
aliquotes prelevees a des temps determines, de la densite optique a la longueur 
d'onde de 620 nanometres pour un trajet optique de 1 cm. II est considere qu'une 
unite de densite optique correspond a environ 3x10® bacteries/ml . 

10 

I II. Transformation des bacteries avec les vecteurs recombinants 
selon rinvention. 

III.1. Transformation d'E. co/i DH5a 

15 

La souche d'E. coli DH5a est rendue competente selon le protocole etabli 
par INOUE ef a/. (1990). Ce protocole permet d'obtenir des efficacites de 
transformation de Tordre de 10® a 10® transformants/mg de pUC18. Les cellules 
rendues competentes sont ensuite conservees a -80*'C. La transformation des 
20 cellules competentes par un plasmide est realisee par choc thermique 
(SAMBROOK et al.. 1989). 

III. 2. Transformation de C. acetobutylicum 

25 Le plasmide a introduire dans C. acetobutylicum (ATCC 824 ou DG1) 

doit etre prealablement methyle au niveau des sites Cac824l (= BsofI). La 
methylation in vivo est realisee en introduisant le plasmide a methyler dans la 
souche E. coli ER 2275 portant le plasmide pANI (qui contient le gene codant 
pour la methylase du phage f3TI de Bacillus subtilis). La preparation d'ADN 

30 plasmidique utilisee pour transformer C. acetobutylicum doit etre tres pure, 
purifiee par ultracentrifugation sur gradient de chlorure de c6sium (SAMBROOK et 
al.. 1989) ou en utilisant la trousse Qiafilter Plasmid Midiprep (QIAGEN). 
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Les transformations sont realisees en anaerobiose striate selon le 
protocole suivant, adapte de celui de MEMMERLSTEIN (1992). Les efficacites 
sont encore tres faibles, de I'ordre de 10^ transformants par mg d'ADN. 

5 

A partir d'une preculture en nnilieu CGM (10ml) a SZ^'C sur une nuit, 
Inoculer a 10% 50 ml de milieu 2YTG. 
Arreter la culture a DO600 de 1,0 a 1.2. 

A partir de ce moment, Tensemble des manipulations sont realisees dans 
10 la hotte anaerobie et dans la glace. 

Centrifuger les cellules pendant 10 min a 4000 g. 

Laver le culot cellulaire dans 10 ml de tampon d'electroporation. 

Centrifuger 10 min a 3000-4000 g. 

Resuspendre les cellules dans 500 ml de tampon d'electroporation. 
15 La suspension de cellules est mise en contact avec le plasmide (5 a 10 

mg d'ADN plasmidique dissout dans 5 a 50 ml de tampon TE) prealablement 
introduit dans la cuvette d'electroporation (de 0.4cm d'epaisseur). Le tout est 
conserve dans la glace. 

Le melange est immediatement soumis a une decharge electrique avec 
20 les parametres suivants : V = 2500V, C = 25 mF, et R infinie (BioRad Gene pulser 
II et Gene controller II) Dans ces conditions, le temps de la decharge delivree 
varie de 7 a 12 ms. 

Les cellules sont ensuite immediatement transferees dans 10 ml de 
milieu 2 YTG et mises a incuber a 37°C jusqu'a reprise du metabolisme (formation 
25 de bulles de dioxyde de carbone et d'hydrogene). 

La culture est alors centrifugee et le culot cellulaire repris dans un 
volume minimal du meme milieu. La suspension est ensuite etalee sur milieu RCA 
avec antibiotique. 

30 Composition du tampon d'electroporation : 



Saccharose 

Tampon phosphate (Na2HP04/NaH2P04), pH 7.4 



270 mM 
3mM 
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EXEMPLE 1: Construction du vecteur d'expression pSPDS. 

Les amorces nucleotidiques suivantes ont ete synthetisees, afin 
d'amplifier une sequence nucleotidique contenant a la fois orf11, orf12 et dhaT, 
5 c*est-a-dire Tensemble des sequences codant a la fois pour les deux sous-unites 
proteiques de la glycerol deshydratase independante du coenzyme B12 et de la 
1 ,3-propanediol deshydrogenase de Clostridium butyricum. 

Uamorce PDH3 (SEQ ID N^'Q) inclut le site BamHI, le site de liaison aux 
10 ribpsomes et le debut de Vorf1 1. 

Uamorce PDH4 (SEQ ID N°10) hybride avec le brin complementaire et 
renferme le site Smal et la fin du gene dhaT. 

Une reaction d'amplification avec les amorces pDH3 et pDH4 a ete 
realisee sur TADN genomique de Clostridium butyricum aux conditions suivantes: 
15 • temperature d'appariement des amorces: 55°C; 

• duree d'elongation: 4 minutes; 

• nombre de cycles : 15 cycles. 

La reaction d'amplification a ete realisee avec la trousse Expand Long 
Template PGR (commercialisee par Boehringer). 
20 Cette reaction a permis d'amplifier un fragment de la taille attend ue de 

4,6 kb. 

Ce fragment amplifie a ete purifie sur gel d'agarose puis digere par les 
enzymes BamHI et Smal. 

En parallele, le fragment BamHI-Ehel de 4970 pb du vecteur navette 
25 E,coli/C, acetobutylicum pSOS95 a ete purifie sur gel d'agarose puis ligature avec 
le produit PGR de 4,6 kb. Le vecteur recombinant ainsi construit, appele pSPD5 
(figure 2), permet I'expression constitutive des genes orf11, orf12 et dhaT sous le 
controle du promoteur du gene de la thiolase de C. acetobutylicum. 
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EXEMPLE 2: Construction des vecteurs d'expression pTPG(-) et pOPG 

Les vecteurs pTPG(-) et pOPG sont des vecteurs derives du vecteur 
5 navette E. colhClostridium pTLH1 {HARRIS et al., 1999) qui permettent a une 
cellule hote adequate de realiser la conversion directe du glucose en 1,3- 
propanediol. Essentiellement, ils permettent I'expression des genes o/fll, o/f12 et 
dhaT de C. butyrieum (operon 1,3-propanediol) ainsi que celle des genes GPD1 et 
GPD2 de S. cerevisae codant respectivement pour la glycerol-3-phosphate 
10 deshydrogenase et la glycerol-3-phosphatase (op6ron artificiel g/y, porte par le 
plasmide pS2 (GELIS et aL, 1999), deriv6 du plasmide pSOS95. qui permet chez 
E. coli et C. acetobutylicum la conversion du glucose en glycerol). Ces deux 
plasmides se differencient par 

I'organisation de ces genes, en deux pperons (1 .3-propanediol et gly) dans 
15 pTPG(-), et sur un menne operon dans pOPG. 

2.1 . Construction de pTPG(-) 

Dans un premier temps, le fragment Sail de 4,9 kpb du plasmide pSPD5 
20 contenant la totalite de I'operon 1,3-propanediol a ete purifie sur gel d'agarose 
puis ligature au vecteur-navette pTLH1 digere par Sa/I. pour obtenir le plasmide 
pTLPde 10,6 kpb. 

En parallele, les amorces nucleotidiques OPGLY-D et OPGLY-R ont ete 
synthetisees afin d'amplifier la totalite de I'operon artificiel gly. 
25 Uamorce OPGLY-D inclut le site Smal ainsi que le debut de Toperon 

artificiel gly. Sa sequence est la suivante : 

5'-GTTACCCGGGGCTCCTGCAGCTCGAC I I I I IAAC-3' 

30 Uamorce OPGLY-R hybride avec le brin complementaire et inclut le site 

Smal ainsi que la fin de Toperon artificiel gly. Sa sequence est la suivante : 



5'-TTTCACCCGGGAAACAGCTATGACCATGATTACG-3' 
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Une reaction d'amplification avec les amorces OPGLY-D et OPGLY-R a 
ete realisee sur le plasmide pS2, aux conditions suivantes : 
-temperature d'appariement des amorces : 48**C 
-duree d'elongation : 3, 5 min 
5 . -nombre de cycles : 10 

La reaction a permis d'amplifier un fragment de la taille attendue de 2,2 

kpb. 

Ce fragment amplifie a ete purifie sur gel d'agarose et digere par i'enzyme 
Sma\, puis ligature au plasmide pTLP linearise par Smal pour fournir le plasmide 
10 pTPG(-) de 12,8 kpb (Figure 3). 

2.2. Construction de pOPG 

Dans un premier temps, le fragment PvuW-Pstl de 2,2 kpb du plasmide 
15 pS2 contenant la totalite de Toperon glycerol a ete purifie sur gel d'agarose puis 
ligature au fragment Smal-Psfl de 5,7 kpb du vecteur-navette pTLH1, pour obtenir 
le plasmide pTLG1 de 7,9 kpb. 

En parallele, les amorces nucleotidiques dhaT-F et dhaT-R ont ete 
synthetisees afin d'amplifier Textremite 5' du gene dhaJ. 
20 L'amorce DHAT-F inclut le site BamHI ainsi que la region centrale du 

gene d/?aT. Sa sequence est la suivante : 

5^-TTGGATCCAGTATCTATAAATGATCCAATGC-3' 

25 L'amorce DHAT-R hybride avec le brin complementaire et inclut le site 

BglW ainsi que la fin du gene dhaJ. Sa sequence est la suivante : 

5'-TTAGATCTTTTAAATAGTATTAATTAATAAGCAGCC -3' 
Une reaction d'amplification avec les amorces dhaT-F et dhaT-R a ete realisee 
30 sur le plasmide pSPDS, aux conditions suivantes : 

-temperature d'appariement des amorces : 48°C 
-duree d'elongation : 1 min 
-nombre de cycles : 10 
La reaction a permis d'amplifier un fragment de la taille attendue de 0,65 

35 kpb. 
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Ce fragment amplifie a ete purifie sur gel d'agarose at digere par les 
enzymes BamHI et BglWr puis ligature au plasmide pTLG1 linearise par BamH\ 
pour fournir le plasmide pTPG de 8,55 kpb. 

Dans un dernier temps, le fragment BamHl-Sbfl de 4,0 kpb du plasmide 
5 pSPD5 a ete purifie sur gel d'agarose puis ligature au fragment BamHl-Sbfl de 
8,55 kpb du plasmide pTPG pour obtenir le plasmide pOPG de 12,55 kpb (Figure 
4). 

EXEMPLE 3: Construction du vecteur d'expression pSGD 
Le vecteur pSGD est derive du plasmide pSPD5 . 

Essentlellement. le vecteur pSGD exprime fonctionnellement orf11 et 
orf12 (codant respectivement pour la premiere et la seconde sous-unites 
proteique de la glycerol deshydratase) et contient une deletion dans la region 
codant pour DHAT (1.3-propanediol deshydrogenase). 

Le vecteur pSPD5 a ete soumis a une digestion par Tenzyme de 
restriction Sbfl et le fragment de 4082 pb purifie sur gel d'agarose. 

II a ensuite ete precede a une digestion du vecteur pSOS95 par Tenzyme 
de restriction PstI et le fragment de 4858 pb purifie sur gel d'agarose. 

Ces deux fragments ont ensuite ete ligatures afin d^obtenir le plasmide 

pSGD. 

EXEMPLE 4: Construction du vecteur d'expression pPPD2 

25 Le vecteur pPPD2 est un vecteur derive du plasmide pSPD5 capable 

d'exprimer le gene dhat (codant pour la 1,3-propanediol deshydrogenase ) et dans 
lequel orf11 (codant pour la premiere sous-unite de la glycerol deshydratase) a 
ete compietement delete ainsi que 100 pb a Textremite 5' de orf12 (codant pour la 
seconde sous-unite de la glycerol deshydratase).. 

30 Le vecteur pSPD5 a tout d'abord ete digere simultanement par les 

enzymes de restriction BamHI et Mfel. 

Le fragment BamHI-Mfel de 6326 pb obtenu par la double digestion a 
Taide des endonucleases de restriction correspohdantes a subi un traitement en 
presence de TADN polymerase T4 afm d'obtenir des extremites franches. 
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Le fragment a alors subi une religation sur lui-meme afin d'obtenir le 
plasmide pPPD2, 

EXEMPLE 5: Expression de Toperon 1,3-propanediol dans Clostridium 
5 acetobutvlicum DG1 cultive sur glycerol. 

La souche de Clostridium ac^tobutylicum DGI transformee avec le 
plasmide pSPD5 comme decrit dans la partie Materiels et Methodes a ete mise en 
culture en presence de glycerol pendant des temps determines et differents 
10 parametres ont ete suivis au cours de la fermentation: 

- la croissance bacterienne a ete suivie par mesure de la dehsite optique 
a la longueur d'onde de 620 nanometres et est representee sur la figure 6 par les 
cercles ou verts; 

15 - la concentration de glycerol a ete suivie tout au long de la fermentation 

et .est representee sur la figure 7 par les carres pleins; 

- la synthese de 1 ,3-propanediol a ete egalement suivie tout au long de 
la fermentation et est representee par les cercles pleins; 

- de meme la concentration d'acetate et de butyrate a ete mesuree tout 
20 au long de la fermentation et est representee sur la figure 7 respectivement par 

les triangles ouverts pointe en haut ou pointe en bas. 

Les resultats presentes a la figure 7 montrent qu'une quantite 
significative de 1,3-propanediol est synthetisee par la souche de Clostridium 
acetobutylicum DGI transformee par le plasmide pSPD5 des les quatre premieres 
25 heures de culture. Au bout de 20 heures de fermentation, il peut etre observee la 
production de 38 g/1 de 1,3-propanediol. La production de 1 .3-propanediol atteint 
un plateau aux environs de 18 heures apres le debut de la fermentation, ce 
plateau de production etant essentiellement du au fait que la presque totalite du 
glycerol initial a ete consommee par la bacterie transformee. 

30 

II est important de noter que la souche C. acetobutylicum DGI 
transformee par le plasmide de controle pIMPI ne contenant pas les regions 
codant pour la glycerol deshydratase et la 1.3-propanedioi deshydrogenase 
(Memmerlstein, 1992) ne se developpe pas sur le milieu de culture avec du 
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glycerol comme seule source carbonee at done ne produit pas de 1,3-propanedioi 
(Tableau 1). 

EXEMPLE 6: Expression de Toperort 1,3-propanedrol dans Escherichia coli 
5 DH5a cultive sur glycerol. 

Une souche ^Escherichia coli DH5a a ete transformee avec le vecteur 
pSPD5, comme decrit dans la partie Materiels et Methodes. 

La souche & Escherichia coli transformee avec le plasmide pSPD5 a ete 
10 mise en culture en anaerobiose sur mijieu LB supplemente en glycerol (40 g/l) et 
en erythromycine (300pg/ml), la production de 1,3-propanediol a ete mesuree a 
des temps determines. 

Les resultats sont rassembles sur la figure 8. 

Les resultats de la figure 8 montrent qu'une production significative de 
15 1,3-propanediol est obtenue des les premieres heures de fermentation. Apres 80 
heures de fermentation, une production d'environ 4.5 g/l de 1 .3-propanediol peut 
etre observee. 

La souche de controle E. coli DH5a[plMP1] cultivee sur le meme milieu 
ne conduit pas a la production de 1,3-propanediol (Tableau 1). 

20 

TABLEAU 1 

Production de 1 ,3-propanedioi par des souches recombinantes 
cultivees a pH 6,5 en presence de glycerol dans des 



conditions anaerobies 





1 ,3-propanediol (g/l) 


E. CO// DH5a (plMP1) 
E. coli DH5a (pSPD5) 


0 

4.5 


C. acetobutylicum DG'l (plMP1) 
C. acetobutylicum DG1 (pSPD5) 


pas de croissance 

38 



25 

Les resultats du tableau 1 montrent qu'une production significative de 
1,3-propanediol (environ 5g/l) est obtenue avec la souche de Escherichia coli 
DH5a transfectee par le plasmide pSPD5, alors que la souche de E.coli 
transfectee avec le plasmide temoin pIMPI ne produit pas de quantite detectable 
30 de 1.3-propanediol. 
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Avec la construction pSPD5, una quantite de 1,3-propanediol environ 7,6 
fois superieure est observee avec la souche Clostridium acetobutylicum par 
rapport a la souche de Escherichia coli DH5a. Ceci est due nnajoritairement au fait 
que les signaux de regulation du plasmide pSPD5 ont ete optimises pour 
5 I'expression de I'operon 1,3-propanediol dans Clostridium acetobutylicum. 

Des signaux de regulation, tels qu'un promoteur tres actif chez 
Escherichia coli sont susceptibles de permettre Tobtention de quantite de 1,3- 
propanediol aussi importante chez Escherichia coli que celle observee chez 
Clostridium acetobutylicum, 

10 

EXEMPLE 7: Expression de roperon 1,3-propanediol dans Clostridium 
butvricum sauvage cultive sur givcerol. 

La souche de Clostridium butyricum VP! 1718 a ete mise en culture en 
15 presence de glycerol et la synthese de 1,3-propanediol a ete mesuree a des 
temps determines tout au long de la fermentation. 

Les resultats sont representes a la figure 9. 

Les resultats de la figure 9 montrent qu'une production de 34 g/l de 1,3- 
propanediol est observee au bout de 60 heures de fermentation. 

20 Si I'on se reporte aux resultats representes sur la figure 7, on peut 

observer que la production de 1,3-propanediol par la souche de Clostridium 
acetobutylicum DG1 transformee par le plasmide pSPD5 est beaucoup plus 
rapide (22 heures centre 60 heures) et superieure a la production de 1,3- 
propanediol obtenue avec la souche de Clostridium butyricum exprimant 

25 naturellement la glycerol deshydratase independante du coenzyme B12 et la 1,3- 
propanediol deshydrogenase selon Tinvention. 

Par ailleurs, les niveaux d'activite catalytlque, exprimes en unites par mg, 
de glycerol deshydratase et de 1.3-propanedioI dehydrogenase ont ete mesures a 
la fois chez Clostridium acetobutylicum et chez Clostridium butyricum. 

30 Les resultats sont representes dans le tableau 2 DG1[pSPD5] ci-apres. 
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TABLEAU 2 

Niveaux des enzymes impliquees dans la production 
de 1,3-propanediol dans les souches de C. acetobutylicum 
recombinantes et de C. butyricum 



5 





oiyceroi 


1 ,o-propan6aioi 




deshydratase 


deshydrogenase 




(U/mg) 


(U/mg) 


C.acetobutylicum 


3,5 


2.4 


DG1 (PSPD5) 






croissance sur glycerol 






C.acetqbutylicum 


O.OK 


0,005< 


DG1 (plMP1) 






croissance sur glucose 






C.butyricum 


0,45 


0,56 


croissance sur glycerol 







Les resultats presentes dans le tableau 2 indiquent que les niveaux 
d'activite de la glycerol deshydratase et de la 1 .3-propanediol deshydrogenase 
exprimees dans la souche de Clostridium acetobutylicum transformee par le 
10 plasmide pSPD5 sont bien superieurs (respectivement 7,8 et 4,3 fois superieurs) 
aux niveaux d'activite glycerol deshydratase et 1,3-propanediol deshydrogenase 
exprimes par la souche de Clostridium butyricum produisant naturellement ces 
enzymes. 

Comme controle, une souche de Clostridium acetobutylicum transformee 
15 avec le plasmide pIMPI ne contenant pas les regions codant pour la glycerol 
deshydratase et la 1,3-propanediol deshydrogenase ne produit pas de quantite 
detectable de ces deux enzymes, ce qui montre clairement que Tactivite observee 
Chez la souche transformee par le plasmide pSPD5 est uniquement due a 
Texpression de Toperon 1,3-propanediol selon Tinvention. 
20 Les resultats presentes dans le tableau 2 demontrent clairement Tinteret 

de transformer une souche de micro-organisme ne produisant pas naturellement 
la glycerol deshydratase et la 1,3-propanediol deshydrogenase selon Tinvention 
avec un vecteur recombinant tel que le vecteur pSPD5 car il est possible dans ce 
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cas, par exemple par remploi de promoteurs appropries, d'obtenir des niveaux 
d'expression qui ne sont jamais atteints naturellement. 

Exemple 8 Expression des genes de Toperon 1, 3 propanediol chez 
5 Saccharomvces cerevisiae cultivee sur glycerol. 

Les parties codantes des genes orf11, orf12 et dhaT ont ete 
individuellement amplifiees par PGR en introduisant au niveau des amorces un 
site Apa\ en partie 5' et Sma\ en partie 3'. Chaque gene a ensuite etait introduit, 

10 grace aux deux sites precedants. dans le vecteur pYGK (CROUX et SOUCAILLE, 
1999) permettant de construire une cassette d'expression sous le controle du 
promoteur du gene PGK et du terminateur du gene CYC/. Les trois genes dans 
leur cassette d'expression ont ensuite ete sortis du vecteur par digestion A/ofl- 
Sacll et introduit dans trois vecteurs centromeriques de la famille pRS31X qui 

15 different par la nature de leur marqueur de selection (/?/s3, trp1, ura3). Chacun 
des trois plasmides a ensuite etait introduit dans la souche de S. cerevisiae 
YPH500 {ura3 Iys2 ade2 trp1 his3 Ieu2) et selectionne par complementation de 
trois des auxotrophies de cette souche. 

20 CROUX et SOUCAILLE, 1999, Non publie. 

EXEMPLE 9 : Expression de Toperdn 1,3-propanediol dans Clostridium 
acetobutylicum DG1 TpSPDSI cultive sur glucose 

25 La souche Clostridium acetobutylicum DG1 transformee par le plasmide 

pSPD5 comme decrit dans la partie Materiels et Methodes a ete cultivee en 
presence de glucose comme seule source carbonee et differents parametres ont 
ete suivis au cours de la fermentation. 

Les resultats sont representes sur la figure 10. 

30 Les resultats de la figure 10 montrent une synthese, quoique faible (0,3 g/l) 

de 1,3-propanediol, alors que la totalite du glucose a ete consommee. Cette 
production, due a la presence d'une faible concentration en glyceroj intracellulaire 
chez Clostridium acetobutylicum DG1 [pSPD5] demontre toutefois la faisabilite 
d'un precede de conversion directe du glucose en 1,3-propanediol dans une 

35 souche portant les genes revendiques par la presente invention. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE (INRA) 

5 

<120> Precede de preparation du 1 , 3 -propanediol k partir d'un 
microorganisme recombinant , en 1* absence de coenzyme 
B12 ou de I'un de ses pr^curseurs . 

10 <130> 1 , 3 -propanediol INRA 

<140> 
<141> 

15 <160> 10 

<170> Patentin Ver . 2.1 

<210> 1 
20 <211> 2364 
<212> ADN 

<213> Clostridium butyricum 
<400> 1 

25 atgataagta aaggatttag tacccaaaca gaaagaataa atattttaaa ggctcaaata 60 
ttaaatgcta aaccatgtgt tgaatcagaa agagcaatat taataacaga atcatttaaa 12 0 
caaacagaag gccagccagc aattttaaga agagcattgg cattgaaaca catacttgaa 180 
aatatcccta taacaattag agatcaagaa cttatagtgg gaagtttaac taaagaacca 24 0 
aggtcttcac aagtatttcc tgagttttct aataagtggt tacaagatga attggataga 3 00 

30 ttaaataaga gaactggaga tgcattccaa atttcagaag aaagtaaaga aaaattaaaa 36 0 
gatgtctttg agtattggaa tggaaagaca acaagtgagt tagcaacttc atatatgaca 420 
gaggaaacaa gagaggcagt aaattgtgaa gtatttactg taggaaacta ctattataat 480 
ggcgtaggac atgtatctgt agattatgga aaagtattaa gggttggatt taatgggatt 54 0 
ataaatgagg ctaaggaaca attagaaaaa aacaggagta tagatcctga ttttataaag 600 

35 aaagaaaaat tcctaaatag tgttattatc tcatgcgaag ctgcaataac atatgtaaat 66 0 
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agatatgcta aaaaggctaa agagattgca 
gaattaaatg aaatagcaaa aatttgttca 
tatgaagcat gtcaattatt ttggtttatt 
cattctattt ctccagctag atttgatcaa 
5 aatataacag ataagtttgc tcaagaatta 
attaataaag taagagatga gatttcaact 
aaattaattg ttgggggtca aaattcagaa 
atggcattag aagcagctgt ccatgtaaag 
tggaataaga ctccagatga atttttgctt 

10 ggacttcctg cttattataa tgatgaagtt 
acattagaag atgcaagaga ctacggaata 
aaaacagaag gatggcatga ttcagcattc 
ataaattctg gatttgataa aaataaacag 
atgaaatcct ttgatgaatt catgaaagct 

15 catatgtgct gtgctgataa ttgcatagat 
ttcttgtcat caatggttga taattgtatc 
gcagaatata acttcagtgg accacaaggt 
gttgcagtta aaaaaattgt gtttgatgaa 
acattaaata atgattttaa aaattcagaa 

20 aagtttggaa atgatattga tgaagttgat 
tgtagagaag ttaataaata tacaaatcca 
ccatcttcaa ttaatgtata ttttggaagc 
tccggacaac cattagctga tggggtttct 
actgcagctt gtaactcagt tagtaaatta 

25 tttaatcaaa aattccatcc gtcagcatta 
tcattaataa gaagttattt tgatcaaaag 
aaaaaaatat tacttgcagc acaaaaaaat 
gttgcaggat atagtgcaca gttcatttct 
gcaagaactg aacatgttat gtaa 

30 



gataatacaa 


gtgatgcaaa 


aagaaaagct 


720 


aaagtttcag 


gagagggagc 


taaatctttc 


780 


catgcaataa 


taaatataga 


atctaatgga 


840 


tacatgtatc 


catattatga 


aaatgataaa 


900 


atagattgta 


tctggattaa 


attaaatgat 


960 


aaacattttg 


gtggttaccc 


aatgtatcaa 


1020 


ggaaaagatg 


caactaataa 


agtatcatat 


1080 


ttgcctcagc 


catctttgtc 


agtaagaata 


1140 


agagcagcag 


aattaactag 


agaagggtta 


1200 


attattccag 


cattagtttc 


tagaggtctt 


1260 


attggatgtg 


ttgaaccaca 


aaagccagga 


132 0 


tttaatcttg 


caagaatagt 


agagttaact 


13 8 0 


attggaccta 


aaactcaaaa 


ttttgaagaa 


144 0 


tataaagctc 


aaatggagta 


ttttgtaaaa 


1500 


attgcacatg 


cagaaagagc 


tccattacct 


1560 


ggaaaaggaa 


agagccttca 


agatggtggt 


1620 


gttggagtag 


ctaatattgg 


agattcatta 


1680 


aataagatta 


ctccttcaga 


attaaagaaa 


1740 


gaaatacaag 


ccttactaaa 


aaatgctcct 


1800 


aatttagcta 


gagagggtgc 


attagtatac 


1860 


aggggaggaa 


attttcaacc 


aggattatat 


1920 


ttaacaggtg 


ctactccaga 


tggaaggaaa 


1980 


ccatcaagag 


. gctgtgatgt 


atctggacct 


2040 


gatcatttta 


tagcttcaaa 


tggaacttta 


2100 


aaaggtgata 


atggattaat 


gaatttatca 


2160 


ggatttcatg 


ttcaatttaa 


tgtaatagat 


2220 


cctgaaaaat 


atcaagattt 


aattgttaga 


2280 


ttagataaat 


ctattcaaaa 


tgatattatt 


2340 



2364 



<210> 2 
<211> 915 
<212> ADN 
35 <213> Clostridium butyricum 
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<400> 2 

atgagtaagg agataaaagg cgttttattt aacatacaaa aattttcgtt acatgatggg 60 

cctggaataa gaactatagt attttttaag ggatgttcaa tgtcgtgctt atggtgcagt 120 

5 aatccagaat cccaagatat taaacctcaa gtaatgttta ataaaaattt atgtacaaaa 180 

tgtggaagat gtaaatctca atgtaaaagt gcaggtattg atatgaattc agaatatagg 240 

atagataaaa gcaaatgtac agagtgtaca aaatgtgttg ataattgctt aagcggggca 3 00 

cttgttattg aaggaaggaa ttacagtgtt gaagacgtta taaaggaatt gaaaaaagat 36 0 

agtgttcaat atagaagatc aaacggtgga attacactat ctggagggga agtattactt 420 

10 caaccagatt ttgcagtgga gcttttaaaa gagtgtaaat catatggctg gcacactgcc 48 0 

attgaaacag caatgtatgt taatagtgaa tctgtaaaaa aagtaattcc atatatagat 54 0 

ctggctatga ttgatataaa aagtatgaat gatgaaatcc ataggaaatt tacaggagtg 600 

agtaacgaaa taatattaca aaacattaaa ttaagtgatg aattagctaa agaaataata 660 

atcagaattc ctgtaataga aggatttaat gcagatttac aaagtatagg agcaatagct 720 

15 caattttcaa aatcattaac aaatcttaaa agaatagatc ttcttccata ccataattat 780 

ggagaaaata agtatcaagc aattggaaga gagtattctt tgaaagaact aaaatcacct 840 

agtaaagaca aaatggaaag attaaaagct ttagttgaaa tcatgggaat accgtgcaca 900 
attggagctg agtaa 915 

20 

<210> 3 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Clostridium butyricum 

25 

<400> 3 

tagataaaac aaacaaaaat gt tat tat 28 



30 <210> 4 

<211> 1158 
<212> ADN 

<213> Clostridium butyricum 
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<400> 4 

atgagaatgt atgattattt agtaccaagt 
gtagtaggtg aaagatgcaa aatattaggt 
tttctaaaag atatggaagg tggagctgtt 
5 ggattagatg ttgtatatta tgacggagtt 
gaaggattaa aaatatttaa agaagaaaat 
agttcgcatg attgcggtaa gggaatagga 
gattatgcag gaatagaaac acttgtcaat 
actgcaggaa ctgctagtga attaactcgt 

10 ataaaatttg ttatagttag ctggagaaat 
cttatggtca aaaaacctgc aggattaaca 
gcaatagaag catatgtatc aaaagatgca 
gctattaaat taatttcaca aaatttaaga 
gcaagagaaa atatggctta tgcatcatta 

15 ttaggatatg tacatgcaat ggctcatcaa 
gttgctaatg caatgctatt accacatgtt 
aagtttgcag atatagcaga atttatggga 
gcagcagaga aagccataaa tgcaatgttc 
agtctaaagg agatgggagt gaaacaagaa 

20 ttagatggaa atgcctttag caatccaaga 
tttaaggctg cttattaa 



gtaaacttta tgggagcaaa ttcagtatca 60 
ggaaaaaaag cattgatagt tacagataag 12 0 
gaattaacag ttaaatattt aaaagaagct 18 0 
gaaccaaatc caaaagatgt taatgttata 240 
tgtgacatga tagtaactgt aggtggagga 300 
attgctgcaa cacatgaagg agatctttat 360 
ccattgccac caatagtagc tgtaaatact 42 0 
cattgtgtat tgactaatac aaaaaagaaa 480 
ttgcctctag tatctataaa tgatccaatg 54 0 
gcagctacag gaatggatgc tttaacacat 600 
aatccagtaa cagatgcttc agcaatacaa 660 
caagctgtag ctttaggaga aaatcttgaa 720 
ctagcaggaa tggcatttaa taatgctaat 780 
ttagggggac tgtatgatat ggcacatggt 84 0 
gaacgttata atatgctatc aaatcctaag 900 
gaaaatatat ctggactttc tgtaatggaa 960 
aggctttcag aggatgttgg aattccgaaa 102 0 
gattttgagc atatggcaga actagctctt 1080 
aaaggaaatg caaaagatat tataaatatt 114 0 

1158 



<210> 5 
25 <211> 4963 
<212> ADN 

<213> Clostridium butyricum 
<400> 5 

30 gaataaaagt tatctaataa tgataaaagt 
actactaata aaaagttcaa agaatattac 
caattgtatt agttttaact ttagataaaa 
atactgttac ataaaaaacg agaaaaacat 
gtttgttaaa atattatcaa taaaatgata 

35 ggaggagtaa aaatgataag taaaggattt 



cattattaga taacttttta ttttaaaata 60 
agtagacatt tgaaagaatg caatgataaa 12 0 
caaacaaaaa tgttattatt agccaagaaa 18 0 
agcaaaagag taccaatatt aagcaataaa 24 0 
agattagata aaccaagtaa gaatgtgatt 300 
agtacccaaa cagaaagaat aaatatttta 360 
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aaggctcaaa tattaaatgc taaaccatgt 
gaatcattta aacaaacaga aggccagcca 
cacatacttg aaaatatccc tataacaatt 
actaaagaac caaggtcttc acaagtattt 
5 gaattggata gattaaataa gagaactgga 
gaaaaattaa aagatgtctt tgagtattgg 
tcatatatga cagaggaaac aagagaggca 
tactattata atggcgtagg acatgtatct 
tttaatggga ttataaatga ggctaaggaa 

10 gattttataa agaaagaaaa attcctaaat 
acatatgtaa atagatatgc taaaaaggct 
aaaagaaaag ctgaattaaa tgaaatagca 
gctaaatctt tctatgaagc atgtcaatta 
gaatctaatg gacattctat ttctccagct 

15 gaaaatgata aaaatataac agataagttt 
aaattaaatg atattaataa agtaagagat 
ccaatgtatc aaaaattaat tgttgggggt 
aaagtatcat atatggcatt agaagcagct 
tcagtaagaa tatggaataa gactccagat 

20 agagaagggt taggacttcc tgcttattat 
tctagaggtc ttacattaga agatgcaaga 
caaaagccag gaaaaacaga aggatggcat 
gtagagttaa ctataaattc tggatttgat 
aattttgaag aaatgaaatc ctttgatgaa 

25 tattttgtaa aacatatgtg ctgtgctgat 
gctccattac ctttcttgtc atcaatggtt 
caagatggtg gtgcagaata taacttcagt 
ggagattcat tagttgcagt taaaaaaatt 
gaattaaaga aaacattaaa taatgatttt 

30 aaaaatgctc ctaagtttgg aaatgatatt 
gcattagtat actgtagaga agttaataaa 
ccaggattat atccatcttc aattaatgta 
gatggaagga aatccggaca accattagct 
gtatctggac ctactgcagc ttgtaactca 

35 aatggaactt tatttaatca aaaattccat 



gttgaatcag aaagagcaat attaataaca 42 0 
gcaattttaa gaagagcatt ggcattgaaa 480 
agagatcaag aacttatagt gggaagttta 540 
cctgagtttt ctaataagtg gttacaagat 600 
gatgcattcc aaatttcaga agaaagtaaa 660 
aatggaaaga caacaagtga gttagcaact 720 
gtaaattgtg aagtatttac tgtaggaaac 780 
gtagattatg gaaaagtatt aagggttgga 84 0 
caattagaaa aaaacaggag tatagatcct 900 
agtgttatta tctcatgcga agctgcaata 960 
aaagagattg cagataatac aagtgatgca 102 0 
aaaatttgtt caaaagtttc aggagaggga 1080 
ttttggttta ttcatgcaat aataaatata 1140 
agatttgatc aatacatgta tccatattat 1200 
gctcaagaat taatagattg tatctggatt 1260 
gagatttcaa ctaaacattt tggtggttac 1320 
caaaattcag aaggaaaaga tgcaactaat 13 8 0 
gtccatgtaa agttgcctca gccatctttg 1440 
gaatttttgc ttagagcagc agaattaact 1500 
aatgatgaag ttattattcc agcattagtt 1560 
gactacggaa taattggatg tgttgaacca 162 0 
gattcagcat tctttaatct tgcaagaata 1680 
aaaaataaac agattggacc taaaactcaa 174 0 
ttcatgaaag cttataaagc tcaaatggag 1800 
aattgcatag atattgcaca tgcagaaaga 18 6 0 
gataattgta tcggaaaagg aaagagcctt 192 0 
ggaccacaag gtgttggagt agctaatatt 1980 
gtgtttgatg aaaataagat tactccttca 2 04 0 
aaaaattcag aagaaataca agccttacta 2100 
gatgaagttg ataatttagc tagagagggt 216 0 
tatacaaatc caaggggagg aaattttcaa 22 2 0 
tattttggaa gcttaacagg tgctactcca 2280 
gatggggttt ctccatcaag aggctgtgat 2340 
gttagtaaat tagatcattt tatagcttca 2400 
ccgtcagcat taaaaggtga taatggatta 246 0 



40 



atgaatttat catcattaat aagaagttat 
aatgtaatag ataaaaaaat attacttgca 
ttaattgtta gagttgcagg atatagtgca 
aatgatatta ttgcaagaac tgaacatgtt 
5 gtaatgagta aggagataaa aggcgtttta 
gggcctggaa taagaactat agtatttttt 
agtaatccag aafecccaaga tattaaacct 
aaatgtggaa gatgtaaatc tcaatgtaaa 
aggatagata aaagcaaatg tacagagtgt 

10 gcacttgtta ttgaaggaag gaattacagt 
gatagtgttc aatatagaag atcaaacggt 
cttcaaccag attttgcagt ggagctttta 
gccattgaaa cagcaatgta tgttaatagt 
gatctggcta tgattgatat aaaaagtatg 

15 gtgagtaacg aaataatatt acaaaacatt 
ataatcagaa ttcctgtaat agaaggattt 
gctcaatttt caaaatcatt aacaaatctt 
tatggagaaa ataagtatca agcaattgga 
cctagtaaag acaaaatgga aagattaaaa 

20 acaattggag ctgagtaata gtagctttac 
aaaggagaag attgcatatg agaatgtatg 
gagcaaattc agtatcagta gtaggtgaaa 
tgatagttac agataagtt.t. ctaaaagata 
aatatttaaa agaagctgga ttagatgttg 

25 aagatgttaa tgttatagaa ggattaaaaa 
taactgtagg tggaggaagt tcgcatgatt 
atgaaggaga tctttatgat tatgcaggaa 
tagtagctgt aaatactact gcaggaactg 
ctaatacaaa aaagaaaata aaatttgtta 

30 ctataaatga tccaatgctt atggtcaaaa 
tggatgcttt aacacatgca atagaagcat 
atgcttcagc aatacaagct attaaattaa 
taggagaaaa tcttgaagca agagaaaata 
catttaataa tgctaattta ggatatgtac 

35 atgatatggc acatggtgtt gctaatgcaa 



tttgatcaaa agggatttca tgttcaattt 2520 
gcacaaaaaa atcctgaaaa atatcaagat 2 580 
cagttcattt ctttagataa atctattcaa 2 640 
atgtaaagac agcttttaaa ggggataaaa 2700 
tttaacatac aaaaattttc gttacatgat 2760 
aagggatgtt caatgtcgtg cttatggtgc 2820 
caagtaatgt ttaataaaaa tttatgtaca 2880 
agtgcaggta ttgatatgaa ttcagaatat 2 940 
acaaaatgtg ttgataattg cttaagcggg 3 000 
gttgaagacg ttataaagga attgaaaaaa 3 060 
ggaattacac tatctggagg ggaagtatta 3120 
aaagagtgta aatcatatgg ctggcacact 318 0 
gaatctgtaa aaaaagtaat tccatatata 3240 
aatgatgaaa tccataggaa atttacagga 3 3 00 
aaattaagtg atgaattagc taaagaaata 3360 
aatgcagatt tacaaagtat aggagcaata 34 2 0 
aaaagaatag atcttcttcc ataccataat 34 80 
agagagtatt ctttgaaaga actaaaatca 354 0 
gctttagttg aaatcatggg aataccgtgc 3600 
atcagatatt ttaaaaacaa ttttaaatta 3660 
attatttagt accaagtgta aactttatgg 3 720 
gatgcaaaat attaggtgga aaaaaagcat 3 7 80 
tggaaggtgg agctgttgaa ttaacagtta 3 840 
tatattatga cggagttgaa ccaaatccaa 3 900 
tatttaaaga agaaaattgt gacatgatag 3 960 
gcggtaaggg aataggaatt gctgcaacac 4 020 
tagaaacact tgtcaatcca ttgccaccaa 408 0 
ctagtgaatt aactcgtcat tgtgtattga 414 0 
tagttagctg gagaaatttg cctctagtat 4200 
aacctgcagg attaacagca gctacaggaa 4 26 0 
atgtatcaaa agatgcaaat ccagtaacag 4320 
tttcacaaaa tttaagacaa gctgtagctt 4380 
tggcttatgc atcattacta gcaggaatgg 4440 
atgcaatggc tcatcaatta gggggactgt 4500 
tgctattacc acatgttgaa cgttataata 4560 
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tgctatcaaa tcctaagaag tttgcagata tagcagaatt tatgggagaa aatatatctg 4 62 0 
gactttctgt aatggaagca gcagagaaag ccataaatgc aatgttcagg ctttcagagg 4680 
atgttggaat tccgaaaagt ctaaaggaga tgggagtgaa acaagaagat tttgagcata 4740 
tggcagaact agctctttta gatggaaatg cctttagcaa tccaagaaaa ggaaatgcaa 4800 
aagatattat aaatattttt aaggctgctt attaattaat actatttaaa ggattcaaag 4860 
taaaagataa aagatatata tattagattt aagattttat tataggctaa caacaaagaa 4920 
caagttaagt attaaactta gcttgttctt tgttgtttat ttt 4963 



10 <210> 6 

<211> 787 

<212> PRT 

<213> Clostridium butyricum 
15 <400> 6 

Met He Ser Lys Gly Phe Ser Thr Gin Thr Glu Arg He Asn He Leu 
1 5 10 . 15 

Lys Ala Gin He Leu Asn Ala Lys Pro Cys Val Glu Ser Glu Arg Ala 
20 20 25 30 

He Leu He Thr Glu Ser Phe Lys Gin Thr Glu Gly Gin Pro Ala He 
35 40 45 

25 Leu Arg Arg Ala Leu Ala Leu Lys His He Leu Glu Asn He Pro He 
50 55 60 

Thr He Arg Asp Gin Glu Leu He Val Gly Ser Leu Thr Lys Glu Pro 
65 70 75 80 

30 

Arg Ser Ser Gin Val Phe Pro Glu Phe Ser Asn Lys Trp Leu Gin Asp 
65 90 95 
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Glu Leu Asp Arg Leu Asn Lys Arg Thr Gly Asp 
100 105 



Ala Phe Gin He Ser 
110 
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Glu Glu Ser 
115 

5 Lys Thr Thr 
130 

Glu Ala Val 
145 

10 

Gly Val Gly 
Phe Asn Gly 

15 

Ser lie Asp 
195 

20 lie lie Ser 
210 

Lys Ala Lys 
225 

25 

Glu Leu Asn 
Ala Lys Ser 

30 

lie lie Asn 
275 



Lys Glu Lys Leu 

Ser Glu Leu Ala 
135 

Asn Cys Glu Val 
150 

His Val Ser Val 
165 

lie lie Asn Glu 
180 

Pro Asp Phe lie 

Cys Glu Ala Ala 
215 

Glu lie Ala Asp 
230 

Glu lie Ala Lys 
245 

Phe Tyr Glu Ala 
260 . 

lie Glu Ser Asn 



Lys Asp Val Phe Glu 
120 

Thr Ser Tyr Met Thr 
140 

Phe Thr Val Gly Asn 
155 

Asp Tyr Gly Lys Val 
170 

Ala Lys Glu Gin Leu 
185 

Lys Lys Glu Lys Phe 
200 

lie Thr Tyr Val Asn 
220 

Asn Thr Ser Asp Ala 
235 

lie Cys Ser Lys Val 
250 

Cys Gin Leu Phe Trp 
265 

Gly His Ser lie Ser 
280 



Tyr Trp Asn Gly 
125 

Glu Glu Thr Arg 

Tyr Tyr Tyr Asn 
160 

Leu Arg Val Gly 
175 

Glu Lys Asn Arg 
190 

Leu Asn Ser Val 
205 

Arg Tyr Ala Lys 

Lys Arg Lys Ala 
240 

Ser Gly Glu Gly 
255 

Phe lie His Ala 
270 

Pro Ala Arg Phe 
285 
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Asp Gin Tyr Met 
290 

Lys Phe Ala Gin 
305 

lie Asn Lys Val 

Pro Met Tyr Gin 
340 

Asp Ala Thr Asn 
355 

Val Lys Leu Pro 
370 

Pro Asp Glu Phe 
385 

Gly Leu Pro Ala 

Ser Arg Gly Leu 
420 

Cys Val Glu Pro 
435 



Tyr Pro Tyr Tyr 
295 

Glu Leu lie Asp 
310 

Arg Asp Glu lie 
325 

Lys Leu lie Val 

Lys Val Ser Tyr 
360 

Gin Pro Ser Leu 
375 

Leu Leu Arg Ala 
390 

Tyr Tyr Asn Asp 
405 

Thr Leu Glu Asp 

Gin Lys Pro Gly 
440 



Glu Asn Asp Lys 
300 

Cys lie Trp lie 
315 

Ser Thr Lys His 
330 

Gly Gly Gin Asn 
345 

Met Ala Leu Glu 

Ser Val Arg lie 
380 

Ala Glu Leu Thr 
395 

Glu Val lie lie 
410 

Ala Arg Asp Tyr 
425 

Lys Thr Glu Gly 



Asn lie Thr Asp 



Lys Leu Asn Asp 
320 

Phe Gly Gly Tyr 
335 

Ser Glu Gly Lys 
350 

Ala Ala Val His 
365 

Trp Asn Lys Thr 

Arg Glu Gly Leu 
400 

Pro Ala Leu Val 
415 

Gly lie He Gly 
430 

Trp His Asp Ser 
445 



Ala Phe Phe Asn Leu Ala Arg He Val Glu Leu Thr He Asn Ser Gly 
450 455 460 
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Phe Asp Lys Asn Lys Gin lie Gly Pro Lys Thr Gin Asn Phe Glu Glu 
465 470 475 480 

5 Met Lys Ser Phe Asp Glu Phe Met Lys Ala Tyr Lys Ala Gin Met Glu 

485 490 495 

Tyr Phe Val Lys His Met Cys Cys Ala Asp Asn Cys lie Asp lie Ala 
500 505 510 

10 

His Ala Glu Arg Ala Pro Leu Pro Phe Leu Ser Ser Met Val Asp Asn 
515 520 525 

Cys lie Gly Lys Gly Lys Ser Leu Gin Asp Gly Gly Ala Glu Tyr Asn 
15 530 535 540 

Phe Ser Gly Pro Gin Gly Val Gly Val Ala Asn lie Gl,y Asp Ser Leu 
545 550 555 560 

20 Val Ala Val Lys Lys lie Val Phe Asp Glu Asn Lys lie Thr Pro Ser 

565 570 575 

Glu Leu Lys Lys Thr Leu Asn Asn Asp Phe Lys Asn Ser Glu Glu lie 
580 585 590 

25 

Gin Ala Leu Leu Lys Asn Ala Pro Lys Phe Gly Asn Asp lie Asp Glu 
595 600 605 

Val Asp Asn Leu Ala Arg Glu Gly Ala Leu Val Tyr Cys Arg Glu Val 
30 610 615 620 



Asn Lys Tyr Thr Asn Pro Arg Gly Gly Asn Phe Gin Pro Gly Leu Tyr 
625 630 635 640 



V 

m 
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Pro Ser Ser lie Asn Val Tyr Phe Gly Ser Leu Thr Gly Ala Thr Pro 
645 650 655 

5 Asp Gly Arg Lys Ser Gly Gin Pro Leu Ala Asp Gly Val Ser Pro Ser 
660 665 670 

Arg Gly Cys Asp Val Ser Gly Pro Thr Ala Ala Cys Asn Ser Val Ser 
675 680 685 

10 

Lys Leu Asp His Phe lie Ala Ser Asn Gly Thr Leu Phe Asn Gin Lys 
690 695 700 

Phe His Pro Ser Ala Leu Lys Gly Asp Asn Gly Leu Met Asn Leu Ser 
15 705 710 715 720 

Ser Leu lie Arg Ser Tyr Phe Asp Gin Lys Gly Phe Hi,s Val Gin Phe 
725 730 735 

20 Asn Val lie Asp Lys Lys lie Leu Leu Ala Ala Gin Lys Asn Pro Glu 
740 745 750 

Lys Tyr Gin Asp Leu He Val Arg Val Ala Gly Tyr Ser Ala Gin Phe 
755 760 765 

25 

He Ser Leu Asp Lys Ser He Gin Asn Asp lie He Ala Arg Thr Glu 
770 775 780 



30 



His Val Met 
785 
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<210> 7 
<211> 304 
<212> PRT 
5 <213> Clostridium butyricum 

<400> 7 

Met Ser Lys Glu lie Lys Gly Val Leu Phe Asn lie Gin Lys Phe Ser 
1 .5 10 15 

10 

Leu His Asp Gly Pro Gly lie Arg Thr lie Val Phe Phe Lys Gly Cys 
20 25 30 

Ser Met Ser Cys Leu Trp Cys Ser Asn Pro Glu Ser Gin Asp lie Lys 
15 35 40 45 

Pro Gin Val Met Phe Asn Lys Asn Leu Cys Thr Lys Cys Gly Arg Cys 
50 55 60 

20 Lys Ser Gin Cys Lys Ser Ala Gly lie Asp Met Asn Ser Glu Tyr Arg 
65 70 75 80 

lie Asp Lys Ser Lys Cys Thr Glu Cys Thr Lys Cys Val Asp Asn Cys 
85 90 95 

25 

Leu Ser Gly Ala Leu Val lie Glu Gly Arg Asn Tyr Ser Val Glu Asp 
100 105 110 

Val lie Lys Glu Leu Lys Lys Asp Ser Val Gin Tyr Arg Arg Ser Asn 
30 115 120 125 



Gly Gly lie Thr Leu Ser Gly Gly Glu Val Leu Leu Gin Pro Asp Phe 
130 135 140 
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Ala Val Glu Leu Leu 
145 

5 lie Glu Thr Ala Met 

165 

Pro Tyr lie Asp Leu 
180 

10 

lie His Arg Lys Phe 
195 

lie Lys Leu Ser Asp 
15 210 

Val lie Glu Gly Phe 
22 5 

20 Gin Phe Ser Lys Ser 

. 245 

Tyr His Asn Tyr Gly 
260 

25 

Ser Leu Lys Glu Leu 
275 

Lys Ala Leu Val Glu 
30 290 



Lys Glu Cys Lys Ser 
150 

Tyr Val Asn Ser Glu 
170 

Ala Met lie Asp lie 
185 

Thr Gly Val Ser Asn 
200 

Glu Leu Ala Lys Glu 
215 

Asn Ala Asp Leu Gin 
230 

Leu Thr Asn Leu Lys 
250 

Glu Asn Lys Tyr Gin 
265 

Lys Ser Pro Ser Lys 
280 

lie Met Gly lie Pro 
295 



Tyr Gly Trp His Thr Ala 
155 160 

Ser Val Lys Lys Val lie 
175 

Lys Ser Met Asn Asp Glu 
190 

Glu lie lie Leu Gin Asn 
205 

lie lie lie Arg lie Pro 
22 0 

Ser lie Gly Ala lie Ala 
235 240 

Arg lie Asp Leu Leu Pro 
255 

Ala lie Gly Arg Glu Tyr 
270 

Asp Lys Met Glu Arg Leu 
285 

Cys Thr lie Gly Ala Glu 
300 



<210> 8 
<211> 385 
35 <212> PRT 
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<213> Clostridium butyricum 
<400> 8 

Met Arg Met Tyr Asp Tyr Leu 
5 1 5 

Asn Ser Val Ser Val Val Gly 
20 

10 Lys Ala Leu lie Val Thr Asp 
35 

Ala Val Glu Leu Thr Val Lys 
50 55 

15 

Val Tyr Tyr Asp Gly Val Glu 
65 70 



Val Pro Ser Val Asn Phe Met Gly Ala 
10 15 

Glu Arg Cys Lys lie Leu Gly Gly Lys 
25 30 

Lys Phe Leu Lys Asp Met Glu Gly Gly 
4 0 45 

Tyr Leu Lys Glu Ala Gly Leu Asp Val 
60 

Pro Asn Pro Lys Asp Val Asn Val lie 
75 80 



Glu Gly Leu 

20 

Val Gly Gly 

25 Ala Thr His 
115 

Val Asn Pro 
130 

30 

Ala Ser Glu 
145 



Lys lie Phe Lys 
85 

Gly Ser Ser His 
100 

Glu Gly Asp Leu 

Leu Pro Pro lie 
13 5 

Leu Thr Arg His 
150 



Glu Glu Asn Cys Asp 
90 

Asp Cys Gly Lys Gly 
105 

Tyr Asp Tyr Ala Gly 
120 

Val Ala Val Asn Thr 
140 

Cys Val Leu Thr Asn 
155 



Met lie Val Thr 
95 

lie Gly lie Ala 
110 

He Glu Thr Leu 
125 

Thr Ala Gly Thr 

Thr Lys Lys Lys 
160 



He Lys Phe Val He Val Ser Trp Arg Asn Leu Pro Leu Val Ser He 
35 165 170 175 
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Asn Asp Pro 



5 Thr Gly Met 
195 

Asp Ala Asn 
210 

10 

lie Ser Gin 
225 

Ala Arg Glu 

15 

Asn Asn Ala 



20 Gly Leu Tyr 
275 

His Val Glu 
290 

25 

lie Ala Glu 
305 

Ala Ala Glu 

30 



Met Leu Met Val 
180 

Asp Ala Leu Thr 

Pro Val Thr Asp 
215 

Asn Leu Arg Gin 
230 

Asn Met Ala Tyr 
245 

Asn Leu Gly Tyr 
260 

Asp Met Ala His 

Arg Tyr Asn Met 
295 

Phe Met Gly Glu 
310 

Lys Ala lie Asn 
325 



Lys Lys Pro Ala Gly 
185 

His Ala lie Glu Ala 
200 

Ala Ser Ala lie Gin 
220 

Ala Val Ala Leu Gly 
235 

Ala Ser Leu Leu Ala 
250 

Val His Ala Met Ala 
265 

Gly Val Ala Asn Ala 
2 8.0 

Leu Ser Asn Pro Lys 
300 

Asn He Ser Gly Leu 
315 

Ala Met Phe Arg Leu 
330 



Leu Thr Ala Ala 
190 

Tyr Val Ser Lys 
205 

Ala lie Lys Leu 

Glu Asn Leu Glu 
240 

Gly Met Ala Phe 
255 

His Gin Leu Gly 
270 

Met Leu Leu Pro 
285 

Lys Phe Ala Asp 

Ser Val Met Glu 
320 

Ser Glu Asp Val 
335 



Gly lie Pro Lys Ser Leu Lys Glu Met Gly Val Lys Gin Glu Asp Phe 
340 345 350 
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Glu His Met Ala Glu Leu Ala Leu Leu Asp Gly Asn Ala Phe Ser Asn 
355 360 365 

5 Pro Arg Lys Gly Asn Ala Lys Asp lie lie Asn lie Phe Lys Ala Ala 
375 380 370 



Tyr 
385 



10 



15 



<210> 9 
<211> 35 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle rAmor.ce 



<400> 9 

20 cgcggatccg tgattggagg agtaaaaatg ataag 3 5 



<210> 10 
<211> 40 
25 <212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : Amorce 



<400> 10 

tcccccgggg gaatccttta aatagtatta attaataagc 



40 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation du 1,3-propanediol a partir d'une 
substance carbonee, ledit procede comportant au moins une etape de 
5 culture d'un micro-organisme recombinant dans lequel a ete introduit au 
moihs un acide nucleique codant pour les deux sous-unites d'une glycerol 
deshydratase dont Tactivite catalytique est independante de la presence de 
co-enzynne B12 ou de Tun de ses precurseurs: 

10 2. Procede selon la revendication 1. caracterise en ce que la 

glycerol deshydratase dont Tactivite catalytique est independante de la 
presence de co-enzyme B12 ou de Tun de ses precurseurs est originaire de 
Clostridium butyricum. 

15 3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 

que la glycerol deshydratase dont I'activite catalytique est independante de 
la presence de co-enzyme B12 ou de Tun de ses precurseurs est une 
proteine dimerique compose d'un premier polypeptide ayant au moins 50% 
d'identite en amino acides avec le polypeptide de sequence SEQ ID N°6 et 

20 d'un second polypeptide ayant au moins 50% d'identite en amino acides 
avec le polypeptide de sequence SEQ ID NO 7. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que le micro-organisme recombinant comprend en outre un acide nucleique 

25 codant une 1,3-propanediol deshydrogenase, et de maniere preferee une 
1 ,3-propanediol dehydrogenase de Clostridium butyricum VP! 1718. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la 1,3- 
propanediol dehydrogenase est un polypeptide ayant au moins 80% 

30 d'identite en amino acides avec le polypeptide de sequence SEQ ID NO 8. 
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6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que I'etape de culture du micro-organisme recombinant est effectuee en 
Tabsence de co-enzynne B12 ou de Tun de ses precurseurs. 

5 . 

7. Procede selon Tune des revendications 1 ou 6, caracterise en ce 
que la source carbonee est choisie parmi les osides et les polyols. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que Toside 
10 est le glucose et le polyol est le glycerol. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que le nnicro-organisme est choisi parmi les micro-organismes ne produisant 
pas naturellement le co-enzyme B12 ou Tun de ses precurseurs. . 

15 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'une bacterie, d'une levure ou d'un champignon. 

1 1. Procede selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'il s'agit 
20 d'une bacterie appartenant au genre Clostridium, Escherichia, Bacillus, 

Lactobacillus ou Lactococcus. 

12. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il s'agit 
de la levure Saccharomyces cerevisiae. 

13. Procede selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise en 
ce que le micro-organisme recombinant comprend egalement des acides 
nucleiques codant respectivement une giycerol-3-phosphate dehydrogenase 
et une glycerol-3-phosphatase. 

30 
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14. Acide nucleique comprenant tout ou partie d'un polynucleotide 
codant pour au moins une sous-unite d'une glycerol deshydratase dont 
I'activite catalytique est independante de la presence de co-enzyme B12 ou 
de Tun de ses precurseurs, 

5 

15. Acide nucleique selon la revendication 14, caracterise en ce 
qu'il comprend tout ou partie d'un polynucleotide ayant au moins 50% 
d'identite en nucleotides avec le polynucleotide de sequence SEQ ID NO 1, 
ou SEQ ID N''2 ou un polynucleotide de sequence complementaire. 

10 

16. Acide nucleique selon la revendication 15, caracterise en ce 
quil comprend un premier polynucleotide ayant au moins 50% d'identite en 
nucleotides avec le polynucleotide de sequence SEQ ID N°1 et un second 
polynucleotide ayant au moins 50% d'identite en nucleotides avec le 

15 polynucleotide de sequence SEQ ID N°2. 

17. Acide nucleique selon la revendication 16, caracterise en ce 
qu'il comprend en outre une sequence a fonction de promoteur de la 
transcription, fonctionnelle dans la cellule hote dans laquelle I'expression du 

20 polynucleotide^est recherchee. 

18. Acide nucleique selon la revendication 17, caracterise en ce 
que la sequence promotrice est la sequence SEQ ID NO 3 ou une sequence 
ayant au moins 80 % d'identite en nucleotides avec cette derniere. 

25 

19. Acide nucleique a fonction de promoteur bacterien comprenant 
un polynucleotide ayant au moins 80% d'identite en nucleotides avec la 
sequence SEQ ID NO 3, ou un polynucleotide de sequence complementaire. 

30 20. Acide nucleique comprenant. tout ou partie d'un polynucleotide 

codant une 1,3-propanediol deshydrogenase ayant au moins 80% d'identite 
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Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes (CNCM) le 24 Juin 
1999 sous le d'acces- 1-2243, 

28. Polypeptide code par un acide nucleique selon Tune des 
5 revendications 14 a 16, comprenant tout ou partie d'une sequence d'acides 

amines ayant au moins 50% d'identite en acides amines avec la sequence 
SEQ ID NO 6 ou SEQ ID N°7. 

29. Proteine dimerique composee d'un premier polypeptide ayant 
10 au moins 50% d'identite en amino-acides avec le polypeptide de sequence 

SEQ ID N°6 et d'un second polypeptide ayant au moins 50% d'identite en 
amino-acides avec le polypeptide de sequence SEQ ID N"*?. 

30. Polypeptide code par un acide nucleique selon la revendication 
15 20, comprenant tout ou partie d'une sequence d'acides amines ayant au 

moins 80% d'identite en acides amines avec la sequence SEQ ID NO 8. 

31. Precede de production d'un polypeptide selon Tune des 
revendications 28 a 29, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 

20 suivantes: 

a) preparation d'un vecteur d'expression recombinant selon Tune 
des revendications 24 a 26; 

25 b) introduction du vecteur d'expression recombinant de I'etape a) 

dans une cellule hote appropriee; 

c) culture de la cellule hote recombinante de I'etape b) dans un 
milieu de culture approprie; 

30 
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d) recuperation du polypeptide recombinant produit dans 
surnageant de culture ou dans le lysat cellulaire; 

e) le cas echeant, purification du polypeptide. 

32. Anticorps dirige centre un polypeptide selon Tune d 
revendications 28 a 29. 



LeMandataire 
Cabinet HARLB & PHET TP 
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